RODRIGO CALIL TELES ABDO

Analise da alfa-defensina no liquido sinovial para diagnéstico de

infecgcao de prétese total de joelho

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo
para obtencdo do titulo de Doutor em

Ciéncias

Programa de Ciéncias do Sistema

Musculoesquelético

Orientador: Prof. Dr. José Ricardo Pécora

Verséo corrigida. Resolu¢cdo CoPGr 6018, de 13 de outubro de 2011. A verséo
original esta disponivel na Biblioteca Central FMUSP

Sao Paulo

2021



RODRIGO CALIL TELES ABDO

Analise da alfa-defensina no liquido sinovial para diagnéstico de

infecgcao de prétese total de joelho

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo
para obtencdo do titulo de Doutor em

Ciéncias

Programa de Ciéncias do Sistema

Musculoesquelético

Orientador: Prof. Dr. José Ricardo Pécora

Verséo corrigida. Resolu¢cdo CoPGr 6018, de 13 de outubro de 2011. A verséo
original esta disponivel na Biblioteca Central FMUSP

Sao Paulo

2021



Dados Internacionais de Catalogacado na Publicacéo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo

©reprodugao autorizada pelo autor

Abdo, Rodrigo Calil Teles

Analise da alfa-defensina no liguido sinovial
para diagndstico de infecg¢do de protese total de
joelho / Rodrigo Calil Teles Abdo. -- S3do Paulo,
2021.

Tese (doutorado) --Faculdade de Medicina da
Universidade de S3o Paulo.

Programa de Ciéncias do Sistema
Musculoesquelético.

Orientador: José Ricardo Pécora.

Descritores: 1.Prdotese do joelho 2.Protese
articular 3.Ensaio de imuncadsorc¢do enzimatica
4 Alfa-defensinas 5.Liquido sinovial 6.Testes
diagndésticos de rotina

USP/FM/DBD-444/21

Responsavel: Erinalva da Conceigao Batista, CRB-8 6755




DEDICATORIA

A minha esposa Julia Abdu, que me apoia em tudo que faco, e em ser
essa pessoa, mée e esposa maravilhosa, que consegue fazer 1000 coisas ao
mesmo tempo com tanta eficiéncia. As minhas filhas, Luiza e Olivia, que s&o a
razao da minha vida e que nos alegram diariamente, por sua pureza, meiguice e

bom coracdo. E ao meu filho mais velho e companheiro de todas as horas, Fred.

Aos meus pais José Calil e Regina Célia, que puderam me proporcionar
uma excelente formagdo e me ensinaram a ser uma pessoa educada e

respeitosa.

A minha irma Tatiana, que é minha parceira e amiga, e que me aturou

durante todos esses anos.

A minha afilhada/prima Nina, que tenha um futuro brilhante pela frente.

Ao todo resto da minha familia, em especial ao meu avd, Melem (in

memoriam), por sempre ter sido um grande amigo e fa meu.




AGRADECIMENTOS

Ao meu grande amigo e companheiro de profissdo Professor Doutor
Riccardo Gomes Gobbi, chefe do Grupo do Joelho do IOT-HCFMUSP, que me
apoiou, ajudou e foi fundamental nessa empreitada desde o inicio até hoje.

Ao Professor Doutor José Ricardo Pécora, meu orientador e ex-
presidente da Sociedade Brasileira da Cirurgia do Joelho, por ser uma referéncia
no assunto e ter me orientado com maestria.

Ao meu grande amigo Professor Doutor Marco Kawamura Demange, que
me deu a oportunidade de retornar a minha faculdade e ao IOT-HCFMUSP,
depois de tantos anos longe, para a realizagdo desse sonho que acabou se
tornando um projeto grandioso.

Ao Professor Doutor Gilberto Luis Camanho, Professor Titular de
Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da USP, referéncia em
cirurgia do joelho, pelo apoio e elogios referentes ao nosso projeto.

A Professora Doutora Ana Lucia Lei Munhoz Lima, a maior referéncia
mundial em infeccdo osteomuscular, que participou ativamente da elaboracao e
execugao do projeto.

A Professora Doutora Eloisa Bonfa, diretora do HCFMUSP, que foi muito
importante em todas as fases do projeto, desde a fase inicial, submissbes para
congressos e publicagdes, e que nos deu a oportunidade de realizar a nossa
pesquisa no laboratério que coordena.

A Doutora Sandra Pasoto, assistente da Reumatologia do 10T-
HCFMUSP, que me auxiliou a desvendar muitas duvidas técnicas que surgiram

durante o projeto, e teve papel importante em varias fases do projeto.



A biomédica Elaine Leon, que participou de todo o projeto desde o inicio,
com papel fundamental no preparo, armazenamento e na realizagao de todos os
testes ELISAs do projeto.

Ao Professor Doutor Carlos Alberto Buchpiguel, Professor Titular e chefe
do Centro de Medicina Nuclear do HCFMUSP, que nos deu a “ideia” e a
oportunidade de realizar os exames de PET-RM nos pacientes do projeto e foi
fundamental para a aprovacéo na FAPESP e continuidade do projeto.

Ao amigo Dr. Marcos Santos Lima, médico nuclear e radiologista, que
participou comigo da realizagdo de todos os exames de PET-RM e me ensinou
tudo que eu sei sobre PET-RM.

A todos os funcionarios do Centro de Medicina Nuclear do HC-FMUSP,
especialmente a Ivani, a Tatiana e a Elisa, que me ajudaram muito desde o
agendamento e realizagcdo da PET-RM, coleta de exame de sangue e com a
puncéo articular, tendo um papel fundamental nesse projeto.

Ao amigo Chilan Leite, que entrou no meio do projeto e teve um papel
fundamental nas publicagbes, apresentagbes recentes em congressos e na
estatistica.

Aos colegas assistentes e residentes do Grupo do Joelho do I0T-
HCFMUSP, que me auxiliaram na captacdo dos casos para a realizacdo do
estudo.

Aos colegas assistentes infectologistas do IOT-HCFMUSP, que
participaram da discuss&o dos casos do projeto.

A assistente social Olga do IOT-HCFMUSP, que me auxiliou inimeras

vezes com listas de pacientes e em contatar alguns pacientes do estudo.



As Sras. Tania Borges e Rosana Costa, que me auxiliaram desde o inicio
do projeto, pelo apoio da secretaria da Pés-graduacéo

A ex-secretaria do Grupo do Joelho do IOT-HCFMUSP Tania Fernanda,
que sempre me ajudou com a parte burocratica do projeto e foi fundamental para
conseguir o apoio da FAPESP e também para as compras do kit da alfa-
defensina, tendo papel determinante na realizagao desse projeto.

As bibliotecarias Camila e Andressa (in memoriam) que me auxiliaram na
edicdo e formatacdo da minha qualificagcado e da minha tese.

A minha banca de qualificacdo do doutorado, formada pelos Doutores
Leandro Einsjman e Fernando Brand&o, pelas sugestdes e corregdes sugeridas,
gue melhoraram muito a qualidade do meu trabalho.

Além dessas pessoas que tiveram acgao direta no projeto, gostaria de
agradecer:

Ao meu sécio e amigo desde o primeiro dia da Faculdade, Fabio Leme
Ortega, que me apoiou nesse projeto desde muito antes do inicio.

Ao meu amigo e colega de trabalho, Dr. Alexandre Guilherme, que me
ajudou e ndo deixou a peteca cair no hospital que trabalhamos durante as fases

mais trabalhosas do projeto.



Normalizacdo Adotada

NORMALIZAGAO ADOTADA

Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento desta

publicagao:

Nomes das estruturas anatdbmicas baseados na Terminologia Anatbmica:

Terminologia Anatdmica Internacional, Editora Manole, 1a ed. Sdo Paulo, 2001.

Vocabulario ortografico da lingua portuguesa, 5a edigao, 2009, elaborado pela
Academia Brasileira de Letras, em consonancia com o Acordo Ortografico da

Lingua Portuguesa, promulgado pelo decreto n® 6583/2008.

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journal Editors
(Vancouver). Universidade de Sdo Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de
Biblioteca e Documentagdo. Guia de apresentacao de dissertacdes, teses e
monografias. Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L.
Freddi, Maria Crestana, Marinalva de Souza Aragéo, Suely Campos Cardoso,

Valéria Vilhena. 3a ed. S&o Paulo: Divisdo de Biblioteca e Documentagéo; 2011.

Abreviaturas dos titulos dos periédicos de acordo com List of Journals Indexed

in Index Medicus.

Rodrigo Calil Teles Abdo



SUMARIO

ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS

LISTA DE GRAFICOS

Sumario

RESUMO
ABSTRACT
1 INTRODUGAO.......cooceeeeeeeceeteaeereees e seseses e eas e sas e ssssesnsnesnsnesneas 1
P © 1= N | = I 1V 4
2.1 ODbjetivo PrimaArio. ... ...couiuiiii i 4
2.2  Objetivo SecUNdario...........cooovuiuiiiiiiiiii e, 4
3  REVISAO DA LITERATURA........cooeeieeceeerese s e e e esas e snenens 5
3.1  Epidemiologia e importancia da infecgao de proétese.............. 5
3.2 Diagnostico infecGao ATJ. ..o 7
3.2.1  ANAIISE SErICaA......uuvviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 12
3.2.2 Analise do liquido sinovial............cccccooviiiiiiiiiiininnnnn. 14
3.2.2.1 Alfa-defensina........ccccccccoiiiiiiiiiiiiiiiie 16
3.2.3 Anatomia patolOgica...........ccuvrriiiiiiiiiiii 21
3.24  CURUIaS.......eeiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 22
4 METODOS.......ccceieeecteereeet s esesas e e eassesesssss e e sas e e easassesssasasnsnns 26

Rodrigo Calil Teles Abdo



Sumario

4.1 DesSenNNO dO €StUO. ... . inieeee e 26

4.2 Aprovagdo na comissdao de ética em pesquisa e termo de

CONSENTIMENTO. ...t 26
4.3 Populagdo estudada.............ooueeiiiiiiiiiiin 27
4.4  Critérios de SeleGao..........ooeeuiiuuiiiiiiiieee e 27
441 Critérios de inCluS80............cooiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 27

4.4.2 Critérios de excluS80............coooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 29

4.5 Periodo da SeleGao.........ccooeii i 30
4.6 Amostra selecionada...............cccciiiiiiiiiii 30
4.7  Procedimentos realizados................ooooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 30
4.7.1 Exames séricos realizados...............cccccciiiriiiiineennnn. 30

4.7.2 Pungao articular e analise do liquido sinovial............. 31

4.7.3 Alfa-defensing...........ccccceiiiiiiiiiiiiiiii 33

474 CIrUIGIA. .. eeeeeeeeeieeeeeeeee e 39

4.8  Critérios diagnOStiCOS. ......cccevviiiiiiiiiiiiiee e 40
4.9  Outros dados coletados..............oooiiiiiiiiiiiiiiieee e 43
410 Calculo da AMOSEra.......ccoveiiiiiiiiiiiii e 45
411 Analise estatistiCa..........cooovriiiiiiiiii 45
4.12 Custo e financiamento do estudo.............coooveiiiiiiiiiiiiiinneee. 46
5  RESULTADOS........ooierrcirrreersresssnr s sness s e s ssn e s sme s neesssnesssnneas 47
5.1 Caracteristicas da amostra.............ccocooiiiiiiiiiiiiin, 47
5.2 Diagnostico de acordo com o MSIS 2013 e ICM 2018............ 48
5.3  Alfa-defensing.........oooiiiiiiiiiii 51

Rodrigo Calil Teles Abdo



Sumario

5.3.1 Analise do teste inicial de padronizagdo da diluicdo

daamostra.......ccccceoiieiiii 51
5.3.2 Analise completa da alfa-defensina........................... 54

5.3.2.1  Curva ROC, AUC e definicao do valor de

COrte (CULOF).. e, 55

5.3.22 Anadlisefinal..........ccccooniiiiiiiiiiee 56

5.4  Outros resultados..........cccoeeeiiiiiiiiiiiiii 57
5.4.1 Aspecto macroscopico do liquido sinovial................. 57

5.4.2 Avaliagao de outros testes isolados............cccceeeee. 59
DISCUSSAD. .....ccoieiii i e eeiee e e e cra e e e e ean e e e e eane e e eennaeeeeenns 63
Lod0 ] [oF I -7 -Y o 20 71
Y L 1 72
REFERENCIAS.......oco ettt erteas et eas e sesssss e e ssssssesssssenssanseseees 90

APENDICES

Rodrigo Calil Teles Abdo



18F-FDG

ATJ

Ac

AD

AR

AUC

EBJIS

EDTA

ELISA

FAPESP

FDG

HCFMUSP

HNP 1-3

ICM

ICM 2018

IL-6

Abreviaturas, Simbolos e Siglas

ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS

Fluorodesoxiglicose

Artroplastia Total de Joelho

Acuracia

Alfa-defensina

Artrite Reumatoide

Area under the curve

Especificidade

Sociedade Europeia de Infeccdo de Osso e Articulagao
Ethylenediamine Tetraacetic Acid (acido etilenodiamino tetra-
aceético)
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ensaio de
imunoabsorgéo enzimatica)

Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo

Fluorodesoxiglicose

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo.

Human Neutrophil Peptides 1, 2 and 3"

International Consensus Meeting

Critérios definidos em 2018 para infecgao

Interleucina 6

Rodrigo Calil Teles Abdo



IOT-HC-

FMUSP

LIM

LS

MSIS

MSIS 2013

OA

PCR

PCT

PET

PMN

RCP

RM

ROC

SSID

SSO

TCLE

TMB

VHS

VPN

VPP

%

Abreviaturas, Simbolos e Siglas

Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas

da Faculdade de Medicina da Universidade

Laboratério de Investigacdo Médica

Liquido sinovial

Musculoskeletal Infection Society
Critérios definidos em 2013 para infecgao

Tamanho da amostra
Osteoartrite

Proteina C-reativa
Procalcitonina

Positron Emission Tomography

Polimorfonucleares

Reacdo em Cadeia da Polimerase
Ressonancia Magnética

Receiver Operating Characteristic
Sensibilidade

Sociedade Suigca de Doencgas Infecciosas

Sociedade Suiga de Ortopedia
Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Tetrametilbenzidina

Velocidade de Hemossedimentagao
Valor Preditivo Negativo

Valor Preditivo Positivo

Porcentagem

de Sao Paulo

Rodrigo Calil Teles Abdo



Lista de Figuras

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Imagem de radioluscéncia na interface do componente tibial

da prétese com o planalto tibial medial, caracterizando uma

area de liS€ (EroSA0)........coeiiiiiiiiiiiiiie e 29
Figura2 - A. Tubo com tampa roxa com EDTA, B. Tubo seco estéril...... 33
Figura 3 — Caixa do kit Elisa da alfa-defensina mostrando os reagentes e

a placa com os pogos de microtitulagdo...............ccceevvieeeeennnn. 34
Figura4 — Colocagédo de TMB nos pogos durante processo de dosagem

da alfa-defensina............oooiiiiiiii e 36
Figura 5 - Visdo geral da sequéncia de etapas da analise da alfa-

defensina em foto retirada e traduzida do manual do kit Elisa

da alfa-defensina (HNP 1-3) da empresa Hycult Biotech®

(Uden, Holanda)..........ccoooeaiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 37
Figura 6 — Espectrofotdbmetro utilizado para medir a densitometria Optica

da alfa-defensina............ooooiiiiii 38
Figura 7 — A. Liquido sinovial aspecto normal. B. Liquido sinovial aspecto

hematico. C. Liquido sinovial aspecto purulento. D. Liquido

sinovial aspecto misto (indeterminado). E. Liquido sinovial

aspecto misto (indeterminado)............cccccciiiiiiiiiiiiin 44
Figura 8 — Resultados da concentracdo de alfa-defensina (mg/L) de

acordo com a diluigdo (1:10, 1:100, 1:500, 1:1000 e 1:5000).

As amostras 1 a 5 referem-se a casos com infecgdo e as

Rodrigo Calil Teles Abdo



Lista de Figuras
amostras 6 a 10 referem-se a casos sem infecgdo (casos

ASSEPLICOS). .o 53

Figura 9 — Resultados dos valores de alfa-defensina do liquido sinovial
dos 40 pacientes nas diluicdes 1:1000 e 1:5000...................... 54
Figura 10 — Curva ROC dos 40 pacientes nas diluicdes 1:1000 e
125000 .. e e e 55
Figura 11 — Graficos mostrando a distribuicdo dos valores observados nos
pacientes sem infeccdo e com infec¢ao de acordo com o MSIS
2013% do VHS (mm/hr), do PCR (mg/L), da contagem de
leucdcitos (células/ul) e % de PMN. As linhas vermelhas
indicam os valores de corte do VHS, PCR, contagem de
leucécitos e da % de PMN de 80% (MSIS 2013°) e a linha
verde indica os valores de corte da % de PMN de 70% (ICM
20718M ). e 61
Figura 12 — Grafico mostrando a distribuigdo das concentragbes da alfa-
defensina nos pacientes sem infeccdo e com infeccdo de
acordo com o MSIS 2013°. A linha vermelha indica o valor de

corte da amostra estudadade 5,2 mg/L..........ooooiiiiiiiiiiiiinnnn. 62

Rodrigo Calil Teles Abdo



Lista de Tabelas

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Critérios maiores e menores da definicdo de infecgao
crénica periprotética - MSIS 20138 ..........ccvvivieiceeeee e, 40
Tabela 2 — Critérios maiores para definicdo de infeccdo crénica
periprotética - MSIS 2018M ... 41
Tabela 3 — Critérios menores e as suas pontuacdes para definicdo de
infecgdo cronica periprotética - MSIS 2018"............cceeene.. 42
Tabela 4 — Perfil demografico da amostra............ccoooeeeeeeiiiiiccciieee 48
Tabela 5 — Informacdes dos pacientes estudados de acordo com a
classificagao pelo critério de infecgdo MSIS 20136................. 50
Tabela 6 — Mediana e variag&o dos valores da alfa-defensina (em mg/L)
dos 10 casos iniciais (5 do grupo infectado e 5 do grupo
asseptico) em varias diluiGOesS.........cceevveeeeeeiiiiieiien 52
Tabela 7 — Mediana e variagao dos valores de alfa-defensina no liquido
sinovial (em mg/L) dos 40 pacientes..........cccceeeeiiiiiieeieeennnnne. 54
Tabela 8 — Mediana e variagao dos valores de alfa-defensina no liquido
sinovial (em mg/L) de todos os pacientes.............cccceeeeeeeeeeeee. 57

Tabela 9 — Testes laboratoriais analisados individualmente.................... 60

Rodrigo Calil Teles Abdo



Lista de Grdficos

LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 — Distribuicdo do aspecto liquido sinovial em pacientes sem
iNfeCGA0 (MSIS 2013)....ueieiiiiiiiiiiiieeee e 58
Grafico 2 — Distribuicdo do aspecto liquido sinovial em pacientes com

iINfeCGEO (MSIS 2013)....eeiiiiieeieeee e 58

Rodrigo Calil Teles Abdo



Resumo

RESUMO

Abdo RCT. Analise da alfa-defensina no liquido sinovial para diagnéstico
de infecgdo de protese total de joelho [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2021

INTRODUGAO: A Artroplastia Total de Joelho é uma cirurgia realizada
em casos avangados de osteoartrite do joelho. Com o envelhecimento da
populagdo, o numero de artroplastias vem crescendo e, consequentemente, o
numero de complicagdes também. Dentre as complicagcbes, a infeccao
periprotética é a que traz os maiores desafios. Atualmente, n&o existe método
padrao "ouro" para o diagnostico de infecgéo periprotética. Um critério bastante
utilizado é o proposto pela Sociedade de Infecgao Musculoesquelética em 2013
e atualizado em 2018, durante o International Consensus Meeting (Encontro
Internacional do Consenso). A alfa-defensina € um biomarcador que tem sido
bastante estudada no liquido sinovial para o diagnostico de infecgao periprotética
com oOtimos resultados, porém existe pouca experiéncia nacional com a
utilizacdo desse peptideo. OBJETIVO: O objetivo principal deste estudo foi
avaliar a sensibilidade e especificidade da alfa-defensina laboratorial para o
diagndstico de infecgédo de artroplastia total de joelho de acordo com o critério
da Sociedade de infeccdo Musculoesquelética em 2013 em pacientes com
suspeita de infecgao de artroplastia total de joelho. Como objetivos secundarios,
descrever a técnica da analise da alfa-defensina quantitativa no liquido sinovial,
avaliando a potencial influéncia da diluicao, a definicdo do valor de corte da alfa-
defensina para o diagndstico de infecgéo periprotética de joelho e comparar os
resultados obtidos com o novo consenso, proposto em 2018. METODOS:
Cinquenta e trés amostras de liquido sinovial de pacientes com suspeita de
infeccdo periprotética no joelho foram obtidas. Inicialmente, dez amostras de
liquido sinovial, sendo cinco com infecgdo e 5 sem infecgdo, foram avaliadas
para analise quantitativa de alfa-defensina utilizando pelo método Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica).
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Diferentes razdes de diluicdo (1:10, 1:100, 1:500, 1:1000 e 1:5000) foram
testadas. As diluicbes com melhor desempenho foram aplicadas e comparadas
nas demais amostras. RESULTADOS: Dessas amostras, 22 pacientes
apresentaram infecgao de protese e 31 pacientes foram considerados assépticos
de acordo com o consenso de 2013. Para os casos de infecgdo, um aumento
gradual na diluicdo da amostra levou a um aumento do nivel de alfa-defensina.
O mesmo nao foi observado nos casos assépticos. As diluicdes 1:1000 e 1:5000
apresentaram resultados satisfatérios na diferenciacédo de casos infectados e
asseépticos, e entdo, foram analisados mais casos nessas diluicdes. A diluicao
1:1000 resultou em uma sensibilidade de 88,2% e especificidade de 95,7%,
enquanto a diluicdo 1:5000 apresentou uma sensibilidade de 94,1% e uma
especificidade de 100%. Apds esses resultados preliminares, as 13 amostras
restantes foram testadas na diluicdo 1:5000 onde foram obtidas uma
sensibilidade final de 95,5% e uma especificidade de 100%. Esses mesmos
resultados foram obtidos quando se utilizou o consenso de 2018. Foi obtido um
valor de corte de 5,2mg/L para a diluicdo 1:5000. CONCLUSAO: A alfa-
defensina apresentou uma excelente acuracia para o diagndstico de infecgéo
periprotética no joelho. Além disso, a diluicdo do fluido articular teve uma
influéncia importante no desempenho diagndstico utilizando o método Enzyme
Linked Immunosorbent Assay de alfa-defensina sendo a diluicdo de 1:5000 a
que apresentou o melhor desempenho para o diagndstico de infecgéo
periprotética no joelho, obtendo um valor de corte de 5,2 mg/L.

Descritores: Protese de joelho, Protese Articular, Ensaio de
Imunoadsorgdo Enzimatica, Alfa-defensinas, Liquido sinovial, Testes

diagnosticos de rotina
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Abstract

ABSTRACT

Abdo, RCT. Analysis of alpha-defensin in synovial fluid for diagnosis of PJ/
at the knee. [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo”; 2021.

INTRODUCTION: Total knee arthroplasty is a surgery performed in
advanced cases of knee osteoarthritis. With the aging of the population, the
number of knees arthroplasties has been growing and, consequently, the number
of complications as well. Among the complications, periprosthetic joint infection
is presents the greatest challenges. Currently, there is no "gold" standard method
for diagnosing periprosthetic joint infection. A widely used criterion is that
proposed by the Musculoskeletal Infection Society in 2013 and updated in 2018,
during the International Consensus Meeting. Alpha-defensin is a biomarker that
has been extensively studied in synovial fluid for the diagnosis of PJI with
excellent results, but there is little national experience with the use of this peptide.
OBJECTIVE: The main objective of this study was to evaluate the sensitivity and
specificity of laboratory alpha-defensin for the diagnosis of TKA infection
according to 2013 criteria. As secondary objectives, to describe the technique of
analysis of quantitative alpha-defensin in synovial fluid, evaluating the potential
influence of dilution, to define the alpha-defensin cutoff value for the diagnosis of
PJI at the knee and to compare the results obtained with the new consensus in
2018. METHODS: Fifty-three samples of synovial fluid from patients with
suspected knee periprosthetic joint infection were obtained. Initially, ten synovial
fluid samples, five with periprosthetic joint infection and five without infection,
were evaluated for quantitative alpha-defensin analysis by the Enzyme Linked
Immunosorbent Assay method. Different dilution ratios (1:10, 1:100, 1:500,
1:1000 and 1:5000) were tested. The dilutions with the best performance were
applied and compared in the other samples. RESULTS: Of these samples,
twenty-two patients had prosthesis infection and thirty-one patients were

considered aseptic according to 2013 criteria. For cases of periprosthetic joint
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infection, a gradual increase in sample dilution led to an increase in the level of
alpha-defensin. The same was not observed in aseptic cases. Dilutions 1:1000
and 1:5000 showed satisfactory results in differentiating infected and aseptic
cases, and further analysis were performed on 40 samples available so far. The
1:1000 dilution resulted in a sensitivity of 88.2% and a specificity of 95.7% while
the 1:5000 dilution showed a sensitivity of 94.1% and a specificity of 100% After
these preliminary results, as 13 remaining were tested in the 1:5000 dilution a
final sensitivity of 95.5% and a specificity of 100% was found. These same results
were obtained when the 2018 criteria were used. A cut-off value of 5.2 mg / L
was obtained for the 1:5000 dilution. CONCLUSION: Alpha-defensin showed an
excellent accuracy for the diagnosis of periprosthetic joint infection in the knee.
In addition, the dilution of the joint fluid had an important influence on the
diagnostic performance of the alpha-defensin Enzyme Linked Immunosorbent
Assay method, with the dilution of 1: 5000 being the one that presented the best
performance for the diagnosis of periprosthetic joint infection in the knee,

obtaining a cut-off value of 5,2 mg/L.

Descriptors: Knee Prosthesis, Joint Prosthesis, Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay, Alpha-defensins, Synovial Fluid, Diagnostic Tests
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1 INTRODUGAO

A artroplastia total de joelho (ATJ) € uma cirurgia realizada em casos
avangados de osteoartrite do joelho que tem como objetivos melhora da dor e
da funcao da articulagdo, melhorando assim a qualidade de vida do paciente.
Com o envelhecimento da populagao, indicacdo mais precoce do procedimento
e devido aos 6timos resultados do procedimento, o numero de artroplastias
primarias vem crescendo e, como consequéncia, aumenta também o numero de
complicagdes. Em 2017, era estimado a realizagao de 60 a 70 mil ATJs por ano
no Brasil'. J4 nos EUA, em um estudo onde foi utilizada uma projegéo
conservadora, Inacio et al estimaram um aumento de 143% no numero de ATJs
nos EUA, com a realizagdo de 725 ATJs por 100.000 habitantes?.

Dentre as complicagdes, um dos maiores desafios para os ortopedistas e
infectologistas € a infecg&o periprotética (IPP), que ocorre em 1-2 % das proteses
primarias e 3-5% das revisdes?. A IPP pode gerar sérios problemas de saude na
vida do paciente, como a artrodese do joelho, amputacdo do membro e até
mesmo a morte*. Além do impacto para a saude do paciente, a IPP causa um
grande impacto financeiro na saude do pais. Em uma publicagdo de 2012, Kurtz
et al. estimaram algo em torno de 60 a 70 mil préteses infectadas nos EUA em
2020, com o custo decorrente desses casos superando 1 bilhdo de ddlares por
ano em 2020°.

O diagnostico da IPP muitas vezes € complexo e impreciso. Em muitos
casos, 0 unico sintoma disponivel é a dor. Além disso, as taxas de infec¢ao

possivelmente seriam maiores se houvesse algum método de diagndstico com
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melhor acuracia e eficacia do que os métodos disponiveis. Atualmente, nao
existe consenso para o diagnostico de infecgéo de prétese. Um método bastante
utilizado é o proposto pela Sociedade Internacional de Infeccéo Periprotética em
2013 (MSIS)®8. Esse critério se baseia em uma analise em conjunto de exames
séricos inflamatérios e da analise do liquido sinovial, porém todos inespecificos
para IPP, com exceg¢ao da presenca de fistula articular e de duas culturas
positivas do mesmo agente, que sdo confirmatérias para o diagndstico de IPPS.

Muitas vezes, o diagndstico de infecgao de protese é feito apenas durante
o ato operatdrio ou no pdos-operatorio, sendo importante buscar algum método
pré-operatorio e com boa acuracia como parte do planejamento cirurgico, visto
que a cirurgia de revisao de prétese muda em casos sépticos e assépticos,
podendo acarretar grandes problemas para o paciente se houver um diagnéstico
inadequado.

Devido a essa falta de consenso e dessa dificuldade diagndstica, alguns
autores tém buscado novas opgdes diagndsticas para IPP. Na ultima década,
alguns biomarcadores no liquido sinovial tém sido estudados para auxiliar esse
diagnostico. Dentre eles, alguns apresentaram uma sensibilidade e
especificidade maior que 95%, como a alfa-defensina, elastase neutrofilica 2
(ELA- 2), lipocalina associada a gelatinase neutrofilica (NGAL), proteina de
aumento da permeabilidade bactericida (BPI) e lactoferrina’.

Dentre esses marcadores, o que mais ganhou destaque foi a alfa-
defensina, que € um peptideo antimicrobiano que atua no apoio da resposta
inata imune do hospedeiro a invasdo do patégeno®. A consequéncia dessa
resposta inata é a liberacédo de peptideos como a alfa-defensina®. Esse peptideo

interage com a membrana celular do patdégeno, causando sua despolarizagao e
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morte. Deirmengian et al demonstraram em um outro estudo que a utilizagao do
alfa-defensina isolada apresenta uma sensibilidade de 97,3% e uma
especificidade de 95,5% mesmo na presenca de doenca inflamatéria e na
vigéncia do uso de antibiético’. Alguns autores pelo mundo tém estudado o
comportamento da alfa-defensina no diagndstico de infecgdo de prétese com
resultados promissores, porém nao esta ainda totalmente definido o seu papel.
Apesar da sua importancia crescente no diagnostico de infecgdo de protese,
ainda nao existe experiéncia nacional em literatura com o uso desse peptideo.
Isso se deve pela dificuldade técnica da sua analise e pelo seu custo elevado.
No novo consenso proposto durante o International Consensus Meeting em 2018
(ICM 2018)"", a alfa-defensina foi incluida como um dos critérios menores,
mostrando assim a sua importancia como auxilio no diagnostico de IPP,
demonstrando uma necessidade em se realizar pesquisas para entender o

comportamento desse peptideo.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo primario

Avaliar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo da alfa-defensina no liquido sinovial de joelhos para o
diagndstico de infecgéo de protese total de joelho de acordo com o critério MSIS

2013.

2.2 Objetivo secundario

a) descrever a técnica da analise da alfa-defensina quantitativa no
liquido sinovial de pacientes com suspeita de infeccao de protese total
de joelho, avaliando a potencial influéncia da diluicdo das amostras;

b) obter o valor de corte da alfa-defensina para o diagnostico de infecgéo
de protese total de joelho;

c) comparar os resultados obtidos com o novo consenso ICM 2018 de

diagndstico de infecgao de protese.
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3  REVISAO DA LITERATURA

3.1 Epidemiologia e importancia da infecgao de proétese

Mariani et al.'? (1998) realizam uma revisdo onde relatam a prevaléncia
de 5 a 10% de desconforto da ATJ, sinalizando uma possivel faléncia do
implante, boa parte causada pela presenga de bactérias, compativel com uma
IPP.

Kurtz et al.’® (2011) publicam um artigo que coleta dados de 18 paises
desenvolvidos, obtidos de banco de dados de internagdes e de registros
publicados, totalizando uma populagao total de 755 milhdes de pessoas, com
uma estimativa de realizacdo de 1,324 milhdo de artroplastias primaria e de
revisao.

Maradit Kremers et al. (2015) estudam a estimativa da prevaléncia de
artroplastias nos EUA no ano de 2010, baseados em dados de incidéncia
histérica da Pesquisa Nacional de Alta Hospitalar e dos Bancos de Dado
Estaduais de 1969 a 2010, com censo populacional geral e contagem de
mortalidade, e estimam que 0,83% da populagao vive com protese de quadril e
1,52% com proétese de joelho, algo em torno de 7 milhdes de pessoas.

Inacio et al.? (2017) publicam um estudo utilizando uma abordagem de
projecao conservadora utilizando regresséo logistica estimando um aumento de
69% no numero de proéteses total de joelho, indo de 429 préteses por 100.000

habitantes em 2012 para 725/100.000 em 2050 no Estados Unidos.
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Sadigursky et al." (2017) em uma reviséo estimam a realizago de 60 a
70 mil ATJs por ano no Brasil, porém sem base de dados confiaveis.

Ferreira et al.’® (2018) analisam o numero de autorizagdes de internagdo
hospitalar para cirurgias de artroplastia total de joelho e de quadril no Brasil, entre
os anos de 2008 e 2015, e o correlaciona com aspectos demograficos e
epidemioldgicos regionais e observa uma média de 4,00 ATJ/100 mil habitantes
e 8,01 ATQ/100 mil habitantes, apresentando taxas mais elevadas nas regides
sul e sudeste.

Blom et al.® (2004) publicam um artigo onde acompanham 931
artroplastias primarias de joelho e 69 revisbes por um periodo de 6,5 anos
encontrando 9 pacientes infectados com ATJ primaria (1%) e 4 pacientes com
prétese de revisdo com infecgéo (5,8%).

Pulido et al.'® (2008) revisam dados coletados prospectivamente de 9245
pacientes submetidos a prétese primaria de joelho ou quadril entre janeiro de
2001 e julho de 2006 e obtém uma taxa de infeccao de 0,7%, sendo a maioria
(67%) no primeiro ano pos-operatorio.

Cochran et al.’” (2016) identificam 1.493.924 pacientes com prétese de
joelho nos EUA entre pela base de dados do sistema de saude entre 1° de
outubro de 2005 e 31 de dezembro de 2011 e, de acordo com o cddigo
internacional de doencas, encontram 16.622 pacientes com infeccdo de ATJ,
equivalente a 1,1%.

Mortazavi et al.'® (2010) revisam retrospectivamente 476 joelhos com 499
revisdes realizadas entre marco de 1998 e dezembro de 2005 e encontram 44
casos (9%) com infeccdo profunda, sendo a maior parte em pacientes

submetidos a revisao para infeccdo do que em revisdes asseépticas.
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Kurtz et al.® (2012) publicam um artigo com uma estimativa de 60 a 70 mil
casos de proteses infectadas nos EUA em 2020, com o custo decorrente desses
casos superando 1 bilhdo de ddlares por ano em 2020, causando grande
impacto na saude publica no pais.

Além do impacto financeiro, a infec¢cédo de prétese de joelho pode levar a
sérios problemas a saude do paciente como artrodese do joelho, amputagao do
membro e até mesmo a morte. Son et al.* (2017) realizam um estudo de coorte
utilizando o Medicare Inpatient Claims Database nos EUA e mostram uma taxa
de 4% de amputacéo e 3% de artrodese entre os pacientes com IPP. E mostrou
também um aumento de 28% no risco de mortalidade dos pacientes que foram
amputados e nao houve alteragao do risco de mortalidade nos pacientes que

foram submetidos a artrodese.

3.2 Diagnéstico infeccao ATJ

Cuckler et al.’® (1991) publicam um artigo demonstrando a dificuldade
diagnostica de IPP, atingindo uma acuracia de 80% pré-operatéria utilizando a
cintilografia com 111 Indium, a velocidade de hemossedimentacédo (VHS) e a
aspiracao articular pré-operatoria, dando importancia a uma abordagem cirurgica
de revisdo prudente com a possibilidade de uma IPP subclinica ser a causa da
falha do implante.

Spangehl et al.?® (1999) realizam uma andlise prospectiva com 202
revisbes de quadris em 178 pacientes das investigagbes diagndsticas pré-

operatorias e intraoperatdrias e concluem que o diagndstico é de dificil
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confirmacéo tanto pela variabilidade dos sintomas como pela falta de consenso
sobre os critérios diagndsticos como testes séricos laboratoriais, pungao articular
e da biopsia por congelagao e sugerem um combinagao desses critérios como
diretrizes para esse diagnostico.

Parvizi et al.?! (2006) conduzem 3 estudos separados de uma coorte
ampla e utilizam: 1) analise do liquido sinovial, incluindo contagem de células e
diferenciais; 2) modalidades intraoperatérias incluindo culturas, coloragdo de
Gram, impressao do cirurgido e biopsia de congelacédo; e 3) FDG-PET scan. E
para o diagnostico de infec¢ao de protese como comparagao utilizam os valores
da Proteina C-reativa (PCR) e do VHS, culturas do liquido sinovial e
intraoperatoria e o aspecto purulento intraoperatorio e chegam a conclusao que
alguns testes séricos, incluindo o VHS e PCR, sao excelentes para o screening
de infecgao. E eles podem ser suplementados com culturas do aspirado articular
e a contagem de leucécitos e os diferenciais para confirmar o diagnodstico de
infecgao.

Schinsky et al.?? (2008) avaliam 235 ATQs consecutivas e utilizam um
algoritmo para definir infecgdo e os casos tratados com reoperagdo. Como
critérios para infeccéo utiliza, a presenca de 2 dos 3 critérios: cultura positiva
intraoperatodria, puruléncia macroscopica no momento da reoperagao e achados
histopatoldgicos positivos. Acabam concluindo que a contagem de leucécitos
acima de 3000 células/yL é o teste Peri operatdério mais indicativo para
determinar a presenca de infeccdo, quando combinado com um valor de VHS e
PCR elevados pré-operatorios.

Parvizi et al.?® (2008) realizam uma coorte retrospectiva com 889

pacientes que foram submetidos a revisdo de ATJ de 3 grandes centros e

Rodrigo Calil Teles Abdo



9

Revisdo da Literatura
diagnosticados como infecgao de prétese se: 1) presenca de abscesso ou fistula;
2) cultura positiva pré-operatoria de meio solido; ou 3) 2 ou mais culturas
intraoperatorias positivas ou uma cultura de meio sdlido positiva associada a
presenga de pus intracapsular ou histologia anormal. Concluem que culturas
intraoperatorias ndo devem ser usadas como padrao "ouro" para infeccao de
prétese devido as altas porcentagens de casos falso-negativos e falso-positivos.
E quando combinada com o julgamento clinico, a contagem total de leucécitos e
a porcentagem de neutrofilos no liquido sinovial reflete com mais preciséo a
infeccdo. E além disso, quando combinada com exames séricos, exclui ou
confirma com seguranga a infecgao.

Parvizi et al.>* (2011) publicam um estudo retrospectivo de 192 pacientes
que foram submetidos a revisdo de ATJ e tiveram um analise do liquido sinovial
anteriormente e aplicam 6 critérios previamente publicados para infecgao de
prétese para determinar a variagdo em sua incidéncia utilizando cada conjunto
de critério. Em seguida, comparam esses critérios diagnosticos com critérios
novos proprios que sao baseados em um fluxograma e contém: 1) presenga de
fistula; 2) pus intraoperatorio; 3) cultura positiva; 4) 3 desses outros critérios
(aumento do VHS, PCR, PMN e leucécitos) e chegam a conclusdo que ha uma
discrepancia entre as definicbes de infeccao e isso dificulta a interpretacao da
literatura e o tratamento de ATJ com infec¢do e sugerem o estabelecimento de
um conjunto comum de critérios diagnosticos com base na aspiragao articular
para melhorar o tratamento da infecgao e facilitar a interpretacéo da literatura.

Parvizi et al.?® (2011) participam de um grupo de trabalho com a
Sociedade de Infeccdo Musculoesquelética (MSIS) em 2011 e propéem uma

nova definicdo de Infecgdo periprotética que sera considerado infecgao se 1)
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presenca de fistula ou 2) presenga de 2 culturas positivas do mesmo patégeno
ou 3) presenca de 4 de 6 critérios: a) aumento do PCR e VHS sérico, b) aumento
do numero de leucocitos no LS, c) aumento da %PMN, d) presenga de pus na
articulagao, e) 1 cultura positiva ou F) mais que 5 neutréfilos por campo em 5
campos na analise histolégica com aumento de 400 vezes.

Osmon et al.?6 (2013) publicam um guideline da Sociedade Americana de
Doencas Infecciosas (IDSA) para o diagndstico e conduta nos casos de infecgao
de prétese e como critérios diagndsticos utilizam a presenga de 1 ou mais dos
seguintes critérios: 1) presenga de fistula; 2) presenga de pus ao redor da
prétese sem outra etiologia presente; 3) inflamagao aguda encontrada na analise
histolégica do tecido periprotético e 4) a presencga de 2 ou mais culturas positivas
com 0 mesmo organismo.

Ainda em 2013, um grupo grande de experts se reune na Filadélfia no
Encontro do Consenso Internacional em Infecgdo de Protese (International
Consensus Meeting on PJI) e entdo, Parvizi e Gehrke.® (2014) propdem algumas
discretas alteragbes no critério da MSIS 2011, como a inclusdo do teste da
Esterase Leucocitaria como critério menor para o diagnoéstico de infecgdo de
protese.

Ochner et a.l?” (2014) publicam um livro proposto pela Sociedade Suiga
de Ortopedia (SSO) e pela Sociedade Suica de Doencas Infecciosas (SSID) e
que ja sao utilizados por diversos estudos com critérios para definir infeccéo que
sdo baseados na presencga de 1 ou mais dos seguintes achados: 1) presenca de
pus em volta da prétese ou fistula; 2) aumento da contagem de leucdcitos; 3)
histologia positiva ou 4) crescimento microrganismo no liquido sinovial, tecido

periprotético ou na cultura com sonicagao. Em setembro de 2017, esses critérios
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sdo utilizados pela Sociedade Europeia de Infeccdo de Osso e Articulagao
(EBJIS) como critérios de definicdo de infecgao de protese.

Renz et al.?® (2018) publicam um estudo comparando os métodos
diagnodsticos do MSIS 2014, IDSA e EBJIS com a utilizagao da analise qualitativa
da alfa-defensina e encontram uma grande diferenga nos diagndsticos entre os
grupos, principalmente do critério da EBJIS com os outros 2.

Parvizi et al.?® (2018) propéem um novo critério separando achados
definidores de infeccdo como a presencga de fistula ou 2 culturas do mesmo
agente, achados pré-operatorios que se baseiam em uma pontuagéo para cada
critério incluindo aqui a alfa-defensina como novo critério, e caso ainda o
diagnostico seja inconclusivo, sdo utilizados critérios intra-operatorios como
culturas e anatomia patoldgica.

E, ainda em 2018, Shohat et al."* em nova reunido do grupo no Encontro
do Consenso Internacional (International Consensus Meeting on PJI), realizam
pequenas alteragcdes nesse novo critério, mantendo os achados definidores de
infeccdo como a presenca de fistula ou 2 culturas positivas do mesmo agente,
porém unificam os critérios pré-operatérios e pos-operatdrios em um sistema de
pontuagdo unificado, mantendo as 3 possibilidades diagnosticas, sendo:
asséptica, se a soma for menor que 3 pontos; inconclusiva se a soma for entre
3 e 5 pontos; e infectada, se a soma for maior ou igual a 6 pontos.

E ainda mais recente, McNally et al.3° (2021) publicam um artigo com o
resultado de um projeto desenvolvido pela Sociedade Europeia de Infecgédo de
Osso e Articulagéo (EBJIS), e apoiado pela MSIS e pelo Grupo de Estudo da
Sociedade Europeia de Microbiologia Clinica e Doengas Infecciosas, onde

realizam uma revisado abrangente da literatura, discussao aberta com membros
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das sociedades e especialistas, onde concluem que a definicdo de infeccéo de
prétese apresenta uma nova abordagem de trés niveis para o diagndstico, com

base na evidéncia mais robusta, que sera util para os médicos na pratica diaria.

3.2.1 Analise sérica

Na presenca de um paciente com suspeita de infeccdo de ATJ, os
marcadores séricos sdo muito importantes para auxiliar no diagnéstico. Embora
nao exista nenhum teste especifico para infeccao de ATJ, eles fazem parte da
avaliacao inicial de todo o paciente com alguma suspeita de infecgdo. A grande
vantagem dos marcadores séricos é que eles sao relativamente baratos e pouco
invasivos, além de apresentarem uma alta sensibilidade.

Bilgen et al.3" (2001) avaliam as alteragdes nos niveis do PCR e do VHS
em pacientes com osteoartrite primaria que foram submetidos a artroplastia. Eles
demonstram que o PCR sobe rapidamente no pos-operatorio, atingindo o seu
pico no segundo dia, e vai caindo gradualmente até niveis pré-operatorios no
vigésimo primeiro dia em ATQ e no final do segundo més em ATJ. O VHS atinge
0 seu pico no quinto dia apoés a cirurgia, caindo gradualmente e chegando perto
de niveis pré operatorios no final do terceiro més em ATQ e no final no nono més
em ATJ.

Shahi et al.®? (2017) demonstram que o VHS ndo é um bom marcador
para infeccdo aguda pois pode demorar até 6 semanas para voltar aos niveis

pré-operatorios.
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Alijanipour et al.>® (2013) revisam retrospectivamente 1962 pacientes que
foram submetidos a revisao de artroplastia sendo 1095 quadris e 594 joelhos por
falha asséptica e 108 quadris e 165 joelhos com infecgdo de acordo com os
critérios MSIS 2013. Encontram os niveis de VHS e PCR na infecgéo cronica
tardia maior nos joelhos que nos quadris. Além disso, encontram limiares
semelhantes de VHS nos joelhos e quadris (46,5 e 485 mm/hr,
respectivamente) e diferentes de PCR nos joelhos e quadris (23,5 e 13,5 mg/L
respectivamente), sugerindo diferentes valores dos niveis do PCR no
diagndstico de infecgao de protese de joelho e quadril.

Berbari et al.>* (2010) publicam uma metanalise que inclui 3909 revisoes
de artroplastias totais de quadril ou joelho. A prevaléncia de infecg&o articular
protética &€ de 32,5% (1270). A precisao dos marcadores de inflamagé&o avaliados
€ de 314,7 pg/mL para interleucina-6 em 3 estudos, 13,1 mg/L para o PCR em
23 estudos e 7,2 mm/hr para o VHS em 25 estudos. Com esses resultados,
observam que a acuracia diagnéstica da infecgdo da articulagéo periprotética €
melhor para a interleucina-6, seguida pelo PCR e depois, o VHS.

Greidanus et al.3® (2007) realizam um estudo prospectivo onde avaliam
151 joelhos com revisdo de ATJ e s&o avaliados prospectivamente quanto a
presenca de infecgdo com a medida VHS e do PCR. Os resultados mostram um
critério de positividade 6tima do VHS de 22,5 mm/h e de 13,5 mg/L para o nivel
do PCR. Tanto o VHS (sensibilidade 93%; especificidade 83%; raz&o de
verossimilhanga positiva, 5,81; preciséo, 0,86) e o PCR (Sensibilidade 91%;
especificidade, 86%; razdo de verossimilhanga positiva, 6,89; precisdo, 0,88)
tém o desempenho excelente do teste diagnostico. Quando utilizados em

conjunto, com a elevacdo do VHS e do PCR, obtém-se uma sensibilidade de
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95%, especificidade de 93% e valor preditivo negativo de 97%, sendo
considerados como bons marcadores para a investigagdo inicial.
Bottner et al.3¢ (2007) realizam um estudo prospectivo que avalia o papel
de novos marcadores laboratoriais no diagnostico de infecgdo de protese de 78
pacientes, sendo 21 sépticas de acordo com as culturas intraoperatorias. De
acordo com a curva ROC, o valor de corte do PCR é de 3,2 md/dI, da interleucina-
6 de 12 pg/ml ambos com uma sensibilidade de 95%, porém a IL-6 com menor
especificidade que a PCR (0,87 vs 0,96). A combinacao de proteina C-reativa e
interleucina-6 identifica todos os pacientes com infeccdo de protese. A
procalcitonina (> 0,3 ng/ml) e o TNF-alfa (> 40 ng/ml) obtém resultados muito

especificos (0,98 vs 0,94), mas com uma baixa sensibilidade (0,33 vs 0,43).

3.2.2 Analise do liquido sinovial

A pungdo articular € uma das mais importantes ferramentas no
diagndstico de infeccdo de prétese sendo recomendada em praticamente todos
os casos de suspeita de infeccdo de ATJ. A maioria dos autores concordam que
na suspeita clinica de infecgdo, com os testes inflamatorios elevados (PCR e
VHS), a pung&o articular deva ser realizada®’. O objetivo da pungéo é a obtengao
do liquido sinovial da articulagdo suspeita e realizar testes de cultura, contagem
de células e diferenciais, além da observagao da presencga de pus.

Trampuz et al.®® (2004) realizam um estudo prospectivo com 133
pacientes, sendo 99 pacientes com soltura asséptica e 34 pacientes com

infeccdo periprotética, nos quais amostras de liquido sinovial foram coletadas
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antes da revisao da artroplastia total do joelho, excluindo pacientes com doencga
inflamatoria. A contagem de leucdcitos do liquido sinovial apresenta valores
significativamente maior em pacientes com infecgdo da articulagdo protética
(18900 células/ yL, intervalo de 300 a 178000 células/uL) do que naqueles com
insuficiéncia asséptica (300 células/ pL, intervalo de 100 a 16000 células/ uL),
com uma sensibilidade de 94% e uma especificidade de 88% para o diagnostico
de infecgdo periprotética. quando o diferencial de neutrofilos € acima de 65%,
obtém-se uma sensibilidade de 97% e uma especificidade de 98%.

Ghanem et al.*® (2008) analisaram o liquido sinovial de 429 joelhos
submetidos a revisdo de ATJ em 3 instituicdes académicas, sendo 161 joelhos
infectados e 268 joelhos assépticos. Os valores de corte foram definidos em
1100 leucécitos/ml e d 64% de PMN. Quando ambos os testes apresentaram
resultados abaixo de seus valores de corte, o valor preditivo negativo da
combinacdo aumentou para 98,2%, enquanto quando ambos os testes
apresentaram resultados maiores que seus valores de corte, a infecgao foi
confirmada em 98,6% dos casos nessa coorte.

Christensen et al.*® (2013), em um estudo multicéntrico com 571
pacientes, avaliam a progressdo natural da contagem de leucécitos,
porcentagem de polimorfonucleares e a contagem total de neutrofilos no liquido
sinovial em pacientes sem evidéncias de infeccio periprotética e submetidos a
aspiracao articular e observam que a contagem de leucocitos do liquido sinovial
e a porcentagem de PMN mudaram em taxas diferentes ao longo dos primeiros
dois anos apds a artroplastia total do joelho, com a contagem de leucdcitos
exibindo uma diminuigao inicialmente mais rapida e a porcentagem de PMN

demonstrando uma redugdo mais linear. Sendo assim, a contagem total de
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neutrofilos, que combina esses dois parametros, pode fornecer um método
melhor para identificar pacientes com infecgao periprotética da articulagao.

Dinneen et al.#' (2013) avaliam 75 pacientes submetidos a revisdo de ATJ
e ATQ por suspeita de infec¢ao da articulagao protética com analise do liquido
sinovial e amostras de tecido periprotético para exame histoldégico e
microbioldgico. O valor de corte ideal para o diagnostico de infecgédo de prétese
de joelho e de quadril obtido € de 1590 leucdcitos/uL e 65% de neutrofilos.

Parvizi et al.*? (2011) publicam uma pesquisa com 108 joelhos sendo 30
infectados e 78 sem infecgado onde testam a presenga da esterase leucocitaria
com o uso da tira colorimétrica simples. A mudanga de cor (graduada como
negativa, trago, + ou ++), que correspondia ao nivel da enzima, é observada
ap6s um ou dois minutos. Quando apenas a leitura de ++ é considerada positiva,
o teste da esterase leucocitaria obtém sensibilidade de 80,6% e especificidade
de 100%, com um valor preditivo positivo de 100% e um valor preditivo negativo

de 93,3%.

3.2.21 Alfa-defensina

Ganz et al.8 (1985) publicam um trabalho descrevendo a descoberta de 3
peptideos antibidticos pequenos e sendo denominados de HNP 1-3 e referidos
como defensinas.

Desde a descoberta da alfa-defensina, ela nio foi utilizada na ortopedia,
sendo estudada em outras patologias. Mizukawa et al.*3 (2001) realizam um
estudo com o objetivo de demonstrar a localizagdo e distribuicdo

imunohistoquimica de alfa e beta-defensinas humanas em tecido de carcinoma
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mucoepidermoide oral e observam que as células cancerosas que constituem os
ductos, assim como os neutréfilos, foram positivamente imunocoradas com o
anticorpo anti-alfa-defensina. Ayabe et al.** (2004) publicam uma revisédo
demonstrando o papel das célula de Paneth e dos seus peptideos
antimicrobianos, dentre eles a alfa-defensina, na defesa inata do hospedeiro.

Deirmengian et al.” (2014) avaliam as caracteristicas diagndsticas de 16
biomarcadores no liquido sinovial promissores para o diagnostico de IPP de 95
pacientes, sendo 29 infecgbes e 66 assépticos, mesmo com uso de antibidtico
ou presenga de doenca inflamatéria. Cinco biomarcadores, incluindo alfa-
defensina humana 1-3, elastase neutrofilica 2, proteina de aumento da
permeabilidade bactericida, lipocalina associada a gelatinase neutrofilica e
lactoferrina, preveem corretamente a classificacdo MSIS de todos os pacientes
deste estudo, com 100% de sensibilidade e especificidade para o diagnostico de
infeccéo de protese.

Parvizi e al.’% (2014) colaboradores demonstram em um outro estudo que
a utilizacdo da alfa-defensina isolada apresenta uma sensibilidade de 97,3% e
uma especificidade de 95,5% mesmo na presencga de doenca inflamatoria e na
vigéncia do uso de antibiotico. E quando associada ao PCR sinovial com limiar
de 3 mg/L, demonstram uma sensibilidade de 97% e uma especificidade de
100%.

Deirmengian et al.#® (2015) comparam os valores do ELISA da alfa-
defensina sinovial com a tira colorimétrica da esterase leucocitaria em 46
pacientes, sendo 23 com infec¢do e 23 sem infecgdo de acordo com os critérios
do MSIS. A alfa-defensina apresentou uma sensibilidade e especificidade de

100% para o diagnéstico de infecgdo. A esterase leucocitaria ndo pdde ser
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interpretada em oito das 46 amostras (17%) devido a interferéncia do sangue. A
analise das tiras esterase leucocitaria que poderiam ser interpretadas produziu
uma sensibilidade de 69% e uma especificidade de 100%, concluindo que a alfa-
defensina é superior ao teste da esterase leucocitaria no diagnostico de infecgéo
de prétese.

Shari et al.*® (2016) realizam um estudo retrospectivo como 106
artroplastias de quadril e joelho com infecgdo de acordo com os critérios da
MSIS. Desses pacientes, 30 foram tratados com antibidtico e 76 nao foram
tratados antes da investigacdo diagnostica. A utilizagdo do antibiotico n&o é
associada a um nivel mediano de alfa-defensina diminuido. Além disso, o teste
da alfa-defensina apresenta uma sensibilidade de 100% no diagndstico de
infecgcdo de prétese entre pacientes sob antibidticos, sendo superior quando
comparada com o VHS e o PCR, apresentando uma sensibilidade de 69% e
79,3%, respectivamente.

Bonanzinga et al.#” (2017) realizam um estudo prospectivo em 156
pacientes, sendo 29 com infecgao de prétese, para determinar a performance da
alfa-defensina no diagndstico de infecgdo de ATJ e quais caracteristicas clinicas
poderiam ser responsaveis por resultados falso-positivos e falso-negativos e
obtém uma sensibilidade de 97%, especificidade de 97%, valor preditivo positivo
de 88% e valor preditivo negativo de 99%. Dos 4 falso-positivos, 2 apresentaram
metalose e um desgaste do polietileno. O unico caso de falso-negativo era de
um paciente com a presenca de fistula.

Partridge et al.*® (2017) publicam um relato de caso de uma paciente com
prétese de joelho e com suspeita de infecgao de prétese e apresentou o teste do

fluxo lateral (Synovasure - Zimmer-Biomet®) positivo para infecgao, porém sem
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preencher os critérios necessarios para infecgdo de protese do MSIS, sugerindo
que artropatia gotosa, que essa paciente apresentou, seja a responsavel pela
positividade do teste da alfa-defensina.

Berger et al.*® (2017) realizam um estudo multicéntrico prospectivo
utilizando o teste do fluxo lateral (Synovasure - Zimmer-Biomet®) em 121
pacientes com protese dolorosa, sendo 34 pacientes com infecgao e obtém uma
sensibilidade de 97,1%, especificidade de 96,6%, valor preditivo positivo de
91,7% e valor preditivo negativo de 98,8%, sugerindo que o teste do fluxo lateral
pode ser uma importante ferramenta no diagndstico de infec¢ao de protese.

Suen et al.>° (2018) realizam uma metanalise para comparar a precisdo
da alfa-defensina laboratorial pelo teste ELISA (quantitativa) e o teste de fluxo
lateral (qualitativa) incluindo todos os estudos clinicos em que o diagnostico de
infeccdo de prétese foi incerto. Eles utilizam como método diagndstico os
critérios do MSIS, com a inclusdo de 10 estudos com 759 pacientes. A
sensibilidade e a especificidade reunidas no teste laboratorial € de 95,3% e
96,5%, respectivamente. O coeficiente de verossimilhanga positivo e razao de
verossimilhanga negativa € 34,86. A sensibilidade agrupada e a especificidade
do teste de fluxo lateral sdo de 77,4% e 91,3%, respectivamente, concluindo que
a sensibilidade e a especificidade do teste de fluxo lateral foram menores do que
aqueles do teste laboratorial.

Ahmad et al.5' (2018) publicam metanalise comparando a acuracia geral
dos marcadores sinoviais PCR, alfa-defensina laboratorial, alfa-defensina pelo
teste de fluxo lateral, IL-6 e esterase leucocitaria para o diagnostico de infecgéo
de prétese obtendo as seguintes sensibilidades e especificidades,

respectivamente: teste laboratorial da alfa-defensina 97% e 97%; teste do fluxo
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lateral da alfa-defensina 80% e 89%; teste da esterase leucocitaria com 79% e
92%:; 11-6 sinovial 76% e 91% e o PCR sinovial 86% e 90%, concluindo que o
teste ELISA (quantitativo) da alfa-defensina mostrou a maior precisé&o ja relatada
para o diagnéstico de infecgao de protese, enquanto que o teste do fluxo lateral
da alfa-defensina obteve resultado semelhantes ao IL-6, PCR e esterase
leucocitaria sinoviais.

Plate et al.? (2018) realizam um estudo prospectivo em 109 pacientes,
sendo 20 pacientes com infecgéo, para avaliar a eficacia do teste de fluxo lateral
obtendo uma sensibilidade de 90%, especificidade de 92,1% e valor preditivo
negativo de 97,6%, com achados demonstrando que todos os casos falso-
positivos eram em pacientes com doencas inflamatdrias.

Abdo et al.?3 (2021) estudam 53 pacientes com ATJ, sendo 22 pacientes
com infecgdo de protese e comparam a acuracia da alfa-defensina laboratorial
(ELISA) com o teste de fluxo lateral utilizando o liquido sinovial centrifugado em
ambos os testes obtendo uma sensibilidade de 86,4%, especificidade de 100%
e acuracia de 93,2% para o teste de fluxo lateral e sensibilidade de 95,5%,
especificidade de 100% e uma acuracia de 98,1% para o ELISA, demonstrando

que a centrifugagao prévia pode aumentar a acuracia do teste de fluxo lateral.

3.2.3 Anatomia patologica

Muitas vezes, o diagndstico de infecgdo de ATJ s6 é confirmado apos a
realizagédo da analise anatomopatoldgica do tecido. Essa avaliagao pode ser pré-

operatoria, intraoperatdria, ou mais comumente, pos-operatoria.
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Pace et al.5* (1997) fazem a analise anatomopatoldgica por congelagdo
de 25 cortes sinoviais e de pacientes submetidos a revisao de artroplastia de
quadril ou joelho (9 quadris e 9 joelhos), sendo definida como inflamagéo aguda
a presenga de cinco ou mais neutrofilos por campos de alta poténcia de 60x em
multiplas areas. Encontram 11 culturas cirurgicas positivas com 9 com segdes
congeladas para inflamagdo aguda, obtendo uma sensibilidade de 82%, e 14
culturas negativas com 13 secgdes congeladas cirurgicas negativas, obtendo
uma especificidade de 93%. Houve correlagédo exata entre o anatomopatologico
por congelagcdo e a cultura em 22 dos 25 casos (88%), concluindo que o
anatomopatologico por congelacdo € um preditor razoavelmente sensivel e
especifico de infecgao profunda nas artroplastias de revisdo de quadril e joelho.

Tsaras et al.>® (2012) realizam uma reviséo sistematica e metanalise de
todos os estudos longitudinais que comparam os resultados histolégicos da
regido congelada com a cultura microbioldgica obtida simultaneamente no
momento da revisdo da artroplastia total de quadril ou joelho total, envolvendo
um total de 3269 pacientes. Infeccdo de protese com cultura positiva foi
confirmada em 796 (24,3%) dos pacientes e ndo houve diferenga significativa
entre a acuracia diagndéstica da histopatologia da regido congelada utilizando os
limiares mais comuns de cinco ou dez PMNs por campo de alta poténcia.

Zhao et al.5¢ (2013) publicam uma outra metanalise envolvendo 1011
pacientes avaliando as evidéncias do limiar para o numero de leucécitos PMNs
requeridos em testes de congelagdo usados para diagnosticar infeccdo de
prétese. Embora ndo encontrem diferenga na sensibilidade ou no diagnéstico, a
especificidade € significativamente maior para dez do que para cinco leucdcitos

polimorfonucleares por campo de alta poténcia (p = 0,007).
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Fink et al.%” (2008) analisam 145 pacientes submetidos a cirurgia de
revisdo de protese com 40 pacientes com infecgcdo e comparam os resultados
da puncéao articular, da biopsia e do PCR para o diagnostico de infecgdo de
prétese e concluem que a bidpsia € superior a puncio articular e ao PCR para o
diagndstico de infecgao periprotética, apresentando uma sensibilidade de 100%,
especificidade de 98,1% e uma acuracia de 98,6%.

Meermans et al.>® (2010) compara os resultados da pungédo pré-operatoria
com a biopsia pré-operatoria em 120 pacientes e avalia se a combinagao dos
dois testes melhoraria o diagnostico de infecgado periprotética chegando a
conclusao que a bidpsia isolada n&o oferece vantagens em relagédo a aspiragéo
e que a combinagdo das duas melhora a sensibilidade e a acuracia no

diagnéstico.

3.2.4 Cultura

Atkins et al.%® (1998) realizam um estudo prospectivo com 297 pacientes
para estabelecer critérios para o diagnostico microbiologico de infecgao
periprotética em revisdes eletivas, sendo coletadas multiplas amostras de tecido
periprotético e realizadas coloragao de Gram e culturas cultivadas por métodos
diretos e de enriquecimento, sendo encontradas positividades da cultura em
apenas 65% e positividade do Gram em apenas 12% dos casos com infec¢ao
sugerindo baixo numero de bactérias nas amostras coletadas. O trabalho
recomenda o envio de 5 ou 6 amostras para a analise e o abandono da coloragao

de Gram como ferramenta diagndstica em artroplastia de revisao eletiva.
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Berbari et al.? (2007) publicam um estudo retrospectivo para definir as
caracteristicas demograficas e determinar a evolugdo dos pacientes com
infecc&o periprotética com culturas negativas e obtém uma boa taxa de sucesso
no tratamento desses casos quando realizada a revisdo em 2 tempos, com taxas
de desfecho favoravel comparavel aquela associada as infecgdes com
patdgenos conhecidos.

Trampuz et al.®' (2007) comparam prospectivamente a cultura de
amostras obtidas pela sonicagao com culturas convencionais, aspecto purulento
intraoperatorio ou a presencga de fistula que utilizam como critério diagndstico e
concluem que com a utilizacdo da sonicagdo, aumenta a sensibilidade do
diagnéstico.

Malekzadeh et al.? (2010) realizam um estudo caso-controle
retrospectivo de 135 pacientes com cultura-negativa de pacientes com infec¢ao
de prétese emparelhados com 135 com culturas positivas (controle) para avaliar
se 0 uso de antibioticoterapia prévia é um fator de risco para infeccbes
periprotéticas cultura negativa e concluem que a terapia antimicrobiana prévia e
a drenagem da ferida pos-operatoria foram associadas a um risco aumentado
de culturas negativas entre os pacientes com infecgédo, devendo ser avaliado
criticamente a necessidade de terapia antimicrobiana antes de estabelecer um
diagndstico antimicrobiano.

Yoon et al.3 (2017) publicam uma revisdo de literatura para ajudar a
prevenir o diagnéstico tardio e melhorar os resultados clinicos de infecgao
periprotética com cultura negativa e encontram uma prevaléncia que varia de 0%
a 42,1%, sendo a utilizagdo de antibioticoterapia prévia e a presenca de

drenagem da ferida operatéria com principais causas de cultura negativa.
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Bori et al.5 (2009) hipotetizam que tipo de microrganismo poderia estar
relacionado a eficacia da histologia na detecc¢ao de infecgao e entdo avaliam 28
tecidos periprotéticos de artroplastias de revisao de pacientes com infecgédo. A
cultura era considerada positiva quando 0 mesmo microrganismo era isolado em
pelo menos duas amostras ou na presenca de ao redor da protese. Como
resultados encontram Staphylococcus coagulase-negativo em 13 casos, o bacilo
Gram-negativo em 8, o Staphylococcus aureus em 7, o Candida sp em 2, o
Peptococcus sp em 2, o Enterococcus sp em 1 e 0 S. pneumoniae em 1. Quase
todas as analises foram positivas, exceto em 2 das 13 que foram causadas pelo
Staphylococcus coagulase-negativo e concluem que o anatomopatoldgico por
congelagdo € um teste util para confirmagao intraoperatéria de infecgdo de
protese.

Benito et al.®> (2019) fazem um estudo multicéntrico em 2544 pacientes
com infecgdo periprotética para determinar a etiologia dessas infeccbes em
infeccbes nos diferentes tipos de infecgdo periprotética. Os principais agentes
causadores de infecgdo periprotética hematogénicas agudas foram os
Staphylococcus aureus (39,2%) e estreptococos (30,2%). Ja nas infecgbes pds
operatérias precoces foram caracterizadas por uma preponderancia de
microrganismos virulentos (S. aureus, bacilos Gram-negativos, enterococos),
organismos multirresistentes (24%) e infecgdes polimicrobianas (27,4%). Por
outro lado, nas infecgdes crbnicas tardias foram observados o predominio de
estafilococos coagulase-negativos (54,1%) e espécies de Cutibacterium (6,1%).
As diferencas observadas tém implicagdes importantes para o tratamento

antimicrobiano empirico de PJls.
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4 Métodos

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo observacional transversal de acuracia diagndstica
com o escopo de descrever a técnica da analise da alfa-defensina quantitativa
no liquido sinovial e avaliar a sua acuracia para o diagnéstico de infecgéo cronica

de ATJ utilizando o critério MSIS 2013% como "padrdo ouro".

4.2 Aprovacao na comissdao de ética em pesquisa e termo de

consentimento

O presente estudo foi aprovado pelo Comisséo Cientifica do Instituto de
Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo com o protocolo nimero 1261 (Anexo A) e pela Comissdo de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo com o
parecer numero 2288521 (Anexo B) e emenda (Anexo C). Esse estudo faz parte
de um estudo tematico de nome "Utilizagdo de exame nao invasivo com
tecnologia hibrida usando o radiofarmaco 18F-FDG como PET/RM associada as
técnicas de supressdo de artefatos metalicos e de suscetibilidade magnética
(MAVRIC) para o diagnostico de infec¢ao de protese total de joelho em pacientes

com indicagao de revisao de artroplastia total de joelho”.
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Todos os pacientes que participaram do estudo assinaram o TCLE (Anexo

D).
O paciente ou seu responsavel recebeu todas as orientagdes sobre o
estudo, leu ou ouviu a leitura realizada pelo pesquisador do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) o que o permitiu consentir a sua

participagédo nesse estudo. Esse documento foi assinado e arquivado.

4.3 Populagao estudada

Foram estudados pacientes com ATJ atendidos no IOT-HCFMUSP.

4.4 Critérios de selegcao

Foram selecionados pacientes que apresentavam alguma suspeita de

infeccdo cronica de protese e pacientes que iriam ser submetidos a algum

procedimento cirurgico no joelho com ATJ como revisdo em tempo unico ou

colocagao de espacador.

441 Critérios de inclusao

a) Pacientes portadores ATJ, €;

b) Pacientes acima dos 18 anos, €;
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c) Pacientes com alguma suspeita de infecgdo de ATJ como:

. Dor persistente no joelho sem outra causa aparente, ou;

. Soltura precoce (menos de 5 anos) da protese, ou;

. Imagem de suspeita de infecgdo na radiografia de joelho AP +

P. (Figura 1), ou;

. Calor local persistente, ou;

. Derrame articular persistente, ou;

. Presenca de Fistula, ou;
d) Pacientes com indicac&o de revisao de ATJ por qualquer causa, €;
e) Presenga de liquido intra-articular puncionavel, e;
f)  Pacientes sem infecg¢ao ativa em outros sitios, e;

g) Sintomas sugestivos de infecgdo por pelo menos 90 dias (cronica)®®.

Nao existe definigdo para soltura precoce de protese. No nosso trabalho, foi
considerada soltura precoce antes de 5 anos apds a ATJ®70. A imagem na
radiografia que foi considerada soltura foi a presencga de linhas de radioluscéncia
maior que 2 mm na interface cimento-osso ’'. As imagens suspeitas de infecgdo
foram: presenga de gas ou edema em partes moles, reacao periosteal (formagéo
de osso novo periosteal) e presenca de radioluscéncia periprotética refletindo
erosoes na periferia da protese (Figura 2)”".

Calor local e derrame articular sdo esperados no pos-operatorio de ATJ.
Foi considerado como persistente acima de 3 meses.

Pacientes foram questionados durante a avaliag&o inicial sobre a presenca
ou suspeita de infecgdes ativas em outros focos, como trato génito urinario, vias

aereas, pele entre outras.
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P g
Fonte: Acervo pessoal do autor.

Figura 1 — Imagem de radioluscéncia na interface do componente tibial da protese
com o planalto tibial medial, caracterizando uma area de lise (erosao)

4.4.2 Critérios de exclusao

a) Paciente em uso de antibidtico ou até 30 dias anteriores a pungéo.

b) Paciente em que por qualquer motivo nao foi possivel obter o liquido
articular;

c) Amostra extraviada;

d) Amostra que tenha demorado mais que 2 horas para ser
encaminhada para analise;

e) Amostra coagulada ou com qualquer outra caracteristica que nao

fosse possivel a sua analise.
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4.5 Periodo da selegao

Os pacientes foram selecionados e incluidos no estudo de outubro/2016

até outubro/2019.

4.6 Amostra selecionada

Foram selecionados inicialmente 56 pacientes portadores de ATJ que

preencheram os critérios de inclusdo. Desses pacientes, 3 foram excluidos do

trabalho por falta de amostra do liquido sinovial suficiente para a analise,

restando assim 53 pacientes no estudo.

4.7 Procedimentos realizados

Apos a inclusdo dos pacientes e assinatura do TCLE (Anexo C), a

avaliacao era realizada seguindo o fluxo abaixo.

4.7.1 Exames séricos realizados

Foi realizada a coleta de sangue nesses pacientes para a analise do VHS

e PCR no mesmo dia da puncéo articular.
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4.7.2 Puncao articular e analise do liquido sinovial

Os pacientes foram submetidos a pungéo articular do joelho com protese
para a obtencado do liquido sinovial. Nos pacientes ambulatoriais do 10T, as
pungdes eram realizadas no centro cirurgico do |IOT- HCFMUSP ou em uma sala
de procedimentos apropriada para realizar pung¢ao articular no Centro de
Medicina Nuclear do HCFMUSP. Nos pacientes que seriam submetidos a
cirurgia, a pungéao era feita no centro cirurgico do IOT. Os pacientes que foram
submetidos a procedimento cirurgico, a profilaxia com antibioético so foi realizada
apods a puncao articular e a coleta de material para culturas. Para a realizagao
da puncao articular, os pacientes eram colocados em decubito dorsal horizontal
na maca. Foi utilizada paramentagao padrao e ambiente estéril. Os joelhos eram
lavados com clorexidine degermante por 3 minutos e em seguida era aplicado
clorexidine alcodlico e colocado um campo fenestrado no local da pung¢do. O
local utilizado para a puncgao foi, em 49 casos, na borda superolateral da patela
e, em 4 casos, na borda supero-medial da patela, com os joelhos em extenséo.
Era realizado um botdo anestésico local com 1 ml de lidocaina sem
vasoconstritor com agulha de insulina 26 G (0,45 x 13 mm) na pele até planos
mais profundos, sem entrar no espaco articular. A puncdo do liquido era
realizada com agulha 18 G (1,2 x 40 mm), retirando a maior quantidade de liquido
possivel, considerando o minimo de 3 ml para a analise. Em 2 casos foi
necessario a utilizagdo de jelco 14 devido a quantidade de gordura no
subcuténeo, o que impossibilitou a pungdo com a agulha 18 G. O liquido era

dividido em 3 partes de 1 ml cada e colocados em 02 tubos com EDTA (Figura
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2A) e 01 tubo seco estéril (Figura 2B). Os tubos eram encaminhados em menos
de 1 hora para:

a) 01 tubo com EDTA com o liquido sinovial aspirado do joelho era
encaminhado para o Laboratério Central do HCFMUSP para a
realizagdo da contagem do numero de leucocitos e a porcentagem de
PMN;

b) 01 tubo seco estéril com o liquido sinovial era encaminhado para o
Laboratério de Microbiologia do HCFMUSP onde eram realizadas a
bacterioscopia, cultura aerdbia, cultura anaerdbia e cutura pra fungos;

c) 01 tubo com EDTA com liquido sinovial era encaminhado para o LIM-
17 na Faculdade de Medicina da USP para a dosagem da alfa-

defensina.
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Fonte: Acervo pessoal do autor.

Figura 2 — A. Tubo com tampa roxa com EDTA. B. Tubo seco estéril

4.7.3 Alfa-defensina

No LIM-17 foi realizada a analise da alfa-defensina. As amostras foram

manuseadas por profissionais com larga experiéncia no laboratério. Inicialmente,

o material do tubo com EDTA era centrifugado e congelado a -80°C. A analise
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da alfa-defensina era realizada utilizando o Kit Elisa de alfa-defensina (HNP 1-3)

da empresa Hycult Biotech® (Uden, Holanda) (Figura 3).
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Fonte: Hycultbiotech, 2019.

Figura 3 — Caixa do kit Elisa da alfa-defensina mostrando os reagentes e a placa com
0s pocos de microtitulacao

a) Teste de padronizagao da diluicdo da amostra - Nao existe
informacéao na literatura sobre a diluigcao ideal para se realizar a analise da alfa-
defensina no liquido sinovial para o diagnodstico de IPP. Essa informacéo
também nao é disponibilizada no manual do kit do ELISA da alfa-defensina
(Anexo A), onde sdo listadas as diluigbes ideais para se usar com diversos
liquidos corporais como saliva, sangue, entre outros, porém nao existe descricao
sobre a diluicdo ideal a ser usada com o liquido sinovial. Por esse motivo, foi
desenhada metodologia para definir a melhor diluicdo da alfa-defensina,

analisando 10 casos iniciais, sendo 5 com o diagndstico de IPP e 5 sem infecgéo,
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de acordo com o MSIS 2013. Esses casos seriam analisados em duplicata em 5
dilui¢gdes distintas (1:10, 1:100, 1:500, 1:1000 e 1:5000) para selecionar as 2
diluigdes com melhor performance, isto €, que conseguissem diferenciar bem os
casos positivos dos negativos e apresentassem uma melhor acuracia para
depois analisar os outros casos do estudo. Foram realizados os seguintes
procedimentos seguindo as orientagdes do manual do kit. Cada placa do kit
apresentava 96 pocgos de microtitulacdo revestidos com anticorpos anti alfa-
defensina. Esses pogos foram preenchidos em duplicata com 100 ul de liquido
sinovial diluido em 1:10, 1:100, 1:500, 1:1000 e 1:5000 das 10 amostras. Apds
60 minutos em temperatura ambiente, foi realizada a lavagem com o tampao de
lavagem por 4 vezes. Apos a lavagem, foi introduzido 100 ul de anticorpo
tragador biotinilado em cada po¢o e mantido em temperatura ambiente por 60
minutos. Apos esse periodo, foram realizadas novamente 4 lavagens com o
tampé&o de lavagem. Apos essas lavagens, foi adicionado 100 ul de conjugado
de estreptavidina-peroxidase e mantido em temperatura ambiente por mais 60
minutos. Depois disso foi lavado novamente por 4 vezes e adicionado 100 ul de
solugédo de tetrametilbenzidina (TMB) em cada pog¢o (Figura 4) e mantido em
temperatura ambiente por 30 minutos e, apds esse periodo, foi colocada a
solugéo de "Stop" (acido oxalico) para a realizagdo da medigédo da absorbancia.

(Figura 5)
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 4 — Colocagao de TMB (tetrametilbenzindina) nos pogos durante processo de
dosagem da alfa-defensina
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Y Pogos de microtitulacdo revestidos com anticorpos
’ Amostras diluidas padronizadas 100 pl

¥ 60 min 20-25°C

Lavar 4 vezes

X‘ Anticorpo tragador biotiniliado 100 pl

¥ 60 min 20-25°C

Lavar 4 vezes

Y

ﬁ Conjugado de estreptavidina-peroxidade 100 pl

¥ 60 min 20-25°C

Lavar 4 vezes

!

O Solugéo de TMB 100 pl

¥ 30 min 20-25°C

@a,* . e

>2,¥<‘

“

Solugao de “Stop” 100 pl

v

Medida a 450 nm

Figura 5 — Visdo geral da sequéncia de etapas da andlise da alfa-defensina em foto
retirada e traduzida do manual do kit Elisa da alfa-defensina (HNP 1-3) da
empresa Hycult Biotech® (Uden, Holanda)

A medicdo foi realizada em um leitor de Elisa Spectra Max 190®
(espectrofotdmetro) a 450 nm da marca Molecular-Devices (Figura 6), obtendo
o resultado em densidade 6ptica (DO). Depois disso, os valores em DO foram
plotados no eixo vertical, e as concentragdes correspondentes foram plotadas
no eixo horizontal (escala logaritmica). As concentragbes foram multiplicadas

pelo fator da diluicdo para se obter a concentragcéo da alfa-defensina em mg/L.
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T RN, 0

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Figura 6 — Espectrofotdbmetro utilizado para medir a densitometria optica da alfa-
defensina

b) Analise completa da alfa-defensina - Apds a escolha das 2 diluigdes com
melhor performance, mais 30 casos seriam analisados nessas 2 diluigbes e os
resultados seriam comparados. Seriam obtidos os valores de corte para infecgao
para cada diluicdo e também os resultados de sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e valor preditivo negativo de cada diluigdo, para se obter
assim a diluicao ideal. E apds a definicao da diluicao ideal, todos os outros casos
subsequentes seriam analisados com essa diluicdo, para se obter a
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo

de toda a amostra.
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4.7.4 Cirurgia

A cirurgia de revisdo de ATJ em tempo unico foi realizada em pacientes que
ja tinham programada a cirurgia de revisdo. A colocacdo de espacgador foi
realizada em pacientes que tiveram o diagndstico confirmado de IPP no pré-
operatorio ou pacientes que ainda tinham alguma duvida do diagndéstico caso
nao fossem preenchidos os critérios para o diagnostico com a investigagao
anterior. Durante a cirurgia eram coletados 5 fragmentos de tecido periprotético
e 0Sso para realizagdo da analise histoldgica e culturas. Nenhum paciente fazia
o uso de antibidtico no periodo do procedimento cirurgico até pelo menos 30 dias
anteriores ao procedimento. A utilizagado de antibidtico sé era realizada apos a

retirada do liquido articular.

a) Os fragmentos para cultura foram encaminhados para o Laboratério
de Microbiologia do HCFMUSP onde eram realizadas a cultura
aerobia, cultura anaerodbia e antibiograma;

b) Os fragmentos para a analise histologica foram encaminhados para o
Laboratério de Anatomia Patolégica do IOT-HCFMUSP e analisados
de acordo com o critério MSIS 20138, realizando a contagem de

leucécitos por campo
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4.8 Critérios diagnésticos

Foi utilizado como padréo ouro para o diagnostico de infecgdo crbénica de

ATJ os critérios adotados pela MSIS em 2013° onde é considerada infecgédo de

protese se: Presenca de 1 critério maior ou presencga de 3 critérios menores

(Tabela 1).

Tabela 1 — Critérios maiores e menores da definicdo de infecgdo cronica
periprotética - MSIS 2013°

Critérios a)

maiores (1 ou

Presenca de 2 culturas periprotética positivas com
organismos fenotipicamente iguais

Presenca de fistula comunicando com a articulagao

mais) b)
Critérios
menores (3 ou a)
mais)
b)
c)
d)
e)

PCR maior que 10 mg/L e VHS maior de 30 mm/hr

Aumento do nimero de leucdcitos no LS acima de
3000 células/ul

Aumento do nimero de PMN no LS acima de 80%

Analise histologica positiva (presenga de mais que
5 neutréfilos por campo em 5 campos, aumento de
400 vezes)

Presenca de 1 cultura positiva
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Durante a conducéo do trabalho, foi proposto na literatura um novo critério

de definicdo de IPP durante o "International Consensus Meeting" em 2018 (ICM
2018)"". Esse critério foi utilizado também como padrdo diagndstico para
comparar os resultados obtidos com o critério anterior MSIS 2013. Nessa nova
definicdo de infecgao, os critérios menores receberam uma pontuacao e, de
acordo com a soma dessa pontuagao, o diagnéstico pode ser de ndo infectado
(menor que 3 pontos), inconclusivo (de 3 a 5 pontos) e infectado (maior ou igual
a 6 pontos). Os critérios maiores continuaram sendo definidores de
infeccdo. Entdo para definicdo de infecgdo de ATJ crénica de acordo com os
critérios ICM 2018: Presenca de 1 critério maior ou pontuagdo maior ou igual a

6 na soma dos critérios menores (Tabela 2 e 3):

Tabela 2 — Critérios maiores para definicdo de infecgao crbnica periprotética -
ICM 2018

Critérios maiores

a) Presenga de 2 culturas periprotéticas
positivas com organismos
fenotipicamente iguais Infecgao

b) Presencga de fistula comunicando com a
articulacao
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Tabela 3 — Critérios menores e as suas pontuacdes para definicdo de infeccao
crénica periprotética - ICM 2018""

Critério menores e pontuagao

a) PCR sérico maior que

10 mg/L

ou 2
Dimero-D sérico maior
que 860 /L

b) VHS sérico maior que
30 mm/hr

c) Aumento do numero
de leucocitos acima de
3000 células/puL no LS
ou

Esterase Leucocitaria ++
no LS 3
ou

Alfa-defensina (ELISA)

positive no LS

1 Decisao

Escore pré-operatério e pds-operatério
combinado:

Maior ou igual a 6 - infecgéo

3-5 - inconclusivo

menor que 3: sem infecgéo
d) Aumento do numero

de PMN acima de 70% 2
no LS

e) 1 cultura positiva 2
f) Histologia positiva 3
g) Presencga de pus intra- 3
operatério

Nos casos que fossem obtidos uma pontuagdo que o diagnostico fosse

inconclusivo (entre 3 e 5), os pacientes seriam submetidos a investigagcao
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confirmatoria, com cirurgia, coleta tecidual e acompanhamento por pelo menos

18 meses.

4.9 Outros dados coletados

Foram também registrados a idade, sexo, lateralidade, presencga de doenca
inflamatdria, tempo de evolugao entre a realizacdo da protese primaria até o
inicio dos sintomas e o tempo da protese primaria até o diagnostico.

Além disso, foi analisado o aspecto macroscépico do liquido sinovial obtido
com a punc¢ao. Essa analise foi realizada pelo autor do estudo e foi dividida em
4 aspectos: aspecto sinovial (normal), hematico, purulento e misto

(indeterminado), quando um padrao nao fosse bem definido (Figura 7).
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Fonte: Acervo pessoal do autor.

Figura 7 — A. Liquido sinovial aspecto normal. B. Liquido sinovial aspecto hematico. C. Liquido sinovial aspecto purulento. D. Liquido sinovial
aspecto misto (indeterminado). E. Liquido sinovial aspecto misto (indeterminado)
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410 Calculo da Amostra

Nao foi realizado calculo amostral a priori. A amostra foi definida por
conveniéncia, isto €, pelo numero de casos disponiveis no IOT-HCFMUSP e
também pela disponibilidade na quantidade dos exames. Foi prevista a

realizacao da analise do tamanho da amostra apos a obtencéo dos resultados.

411 Analise estatistica

Os dados coletados foram organizados em uma planilha do Excel® e
posteriormente importados para o Software GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, USA). Dados categéricos foram descritos pela sua frequéncia absoluta
e respectiva propor¢ao quando separados por subgrupos. Dados continuos
foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, e descritos como
meédia e desvio padrao quando de distribuicdo paramétrica, ou como mediana e
intervalo interquartil quando de distribuicdo ndo-parameétrica. Para comparagao
entre subgrupos, dados categéricos foram analisados pelo teste exato de Fisher.
Teste t de student ou teste de Mann-Whitney foram utilizados para a analise de
dados continuos, de acordo com sua distribuicdo. O objetivo do trabalho foi
demonstrar a eficiéncia de um novo método de analise do liquido sinovial. Desta
forma, sensibilidade, especificidade, valores preditivos e seus respectivos
intervalos de confianca de 95% foram calculados, assim como a geragao da

curva ROC (Receiver Operating Characteristic curve) e a respectiva area sob a
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curva (AUC — area under the curve). Valor de P < 0.05 foi aceito como

estatisticamente significante.

412 Custo e financiamento do estudo

Para a realizacdo deste estudo foi necessaria a obtencédo de 02 Kits 2x96
ELISA Kit de alfa-defensina (HNP 1-3) da empresa Hycult Biotech (Uden,
Holanda) com o custo total de R$ 22.000,00. Este estudo foi financiado pela
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP). O termo
de Outorga e Aceitacdo de Auxilios corresponde ao Processo 2017/25540-9
(Anexo E). Esse estudo faz parte de um estudo tematico de diagndstico de
infeccdo de protese que é "Utilizagdo de exame nao invasivo com tecnologia
hibrida usando o radiofarmaco 18F-FDG como PET/RM associada as técnicas
de supressao de artefatos metalicos e de suscetibilidade magnética (MAVRIC)

para o diagndstico de infecgao de protese total de joelho"

Rodrigo Calil Teles Abdo



RESULTADOS



47
Resultados

5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas da amostra

Dos 56 pacientes selecionados inicialmente, em 3 n&o foi possivel a
obtencéao do liquido sinovial suficiente para a analise e os quais foram excluidos.
Dos 53 pacientes que fizeram parte do estudo, 39 eram mulheres e 14 homens.
Apresentavam média de idade de 68 anos, com desvio padrédo de + 10 e mediana
de 67 anos. Em relacéo a lateralidade, o lado direito foi acometido em 27 casos,
e 0 esquerdo, em 26. Sobre o tempo de evolugcédo da protese até o inicio dos
sintomas obteve-se uma média de 32 (+ 47) meses e sobre o tempo da
realizagédo da prétese até o diagndstico uma média de 53 (x 56) meses (Tabela

4).
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Tabela 4 — Perfil demografico da amostra
Média(*DP) Min-Max

Idade 67 (x10) 47-84
Tempo da ATJ até inicio dos sintomas (meses) 32 (+47) 0-204
Tempo da ATJ até o diagnéstico (meses) 53 (x56) 4-216
Sexo Homem 14 (26,4%)

Mulheres 39 (73,6%)

Total 53 (100%)
Lateralidade Direito 27 (50,9%)

Esquerdo 26 (49,1%)

Total 53 (100%)

5.2 Diagnéstico de acordo com o MSIS 2013 e ICM 2018

De acordo com o diagndstico proposto pelo MSIS 2013, foram

diagnosticados 22 pacientes com infecgdo de ATJ e 31 pacientes sem infecgéo.

De acordo com o critério ICM 2018, foram diagnosticados 22 pacientes com

infeccdo, 28 assépticos e 3 obtiveram o diagndstico de inconclusivo. Todos

esses 3 pacientes foram submetidos a procedimento cirurgico de revisdo em
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tempo unico para confirmagao diagndstica pois eram considerados assépticos
de acordo com o MSIS 2013. Nenhum desses casos foi considerado positivo
apos a analise de histopatoldgica e culturas de tecidos. Além disso, esses
pacientes estdo em acompanhamento ha mais de 18 meses e, até agora, nao
apresentaram nenhum quadro clinico suspeito de infecgcdo de proétese, sendo
considerados assim como assépticos. Esses dados foram tabulados na Tabela
5, estratificando por idade, género, lateralidade, presengca de doenca
inflamatoria, tempo de colocagdo da protese até o diagndstico e tempo de
colocacgao da prétese até o inicio dos sintomas.

Além dessas 3 cirurgias citadas, foram realizados mais 28 procedimentos
cirurgicos para diagnostico e/ou tratamento do caso, sendo 22 para a colocagéo
de espacador e 6 revisdes de proétese total de joelho em tempo unico. Os outros
22 pacientes ainda estdo aguardando a cirurgia de revisdo de prétese. Nenhum
dos pacientes que foi submetidos a puncéo articular apresentou complicagao

decorrente do procedimento.
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Tabela 5 — Informacgdes dos pacientes estudados de acordo com a classificacdo
pelo critério de infecgdo MSIS 2013°

Informagoes Infeccao Sem Total p
Infeccao
Casos (%) 22 (41,5%) 31(58,5%) 53 (100%)
Média idade (* DP) anos 69 (+ 10) 66 (+ 10) 68 (+10) 0,354
Género (No. (%)) 0,213
Mulheres 14 (63,6%) 25(80,6%) 39 (73,6%)
Homens 8 (36,4%) 6 (19,4%) 14 (26,4%)
Lateralidade (No. (%)) 0,782
Direita 12 (54,5%) 15 (48,4%) 27 (50,9%)
Esquerda 10 (45,5%) 16 (51,6%) 26 (49,1%)
Doenca Inflamatéria (No. (%)) >0,999
Artrite Reumatoide 3 (13,6%) 7 (22,6%) 10 (18,9%)
Gota 2(9,1%) - 2 (3,8%)
Ausente 17 (773%) 24 (77.4%) 41 (77,3%)
Tempo ATJ - diagnostico (¥ DP) 36 (+ 41) 65 (+ 63) 53 (+ 56) 0,035
meses
Tempo ATJ - Sintomas (+ DP) 17 (+ 28) 42 (+54) 32 (£ 47) 0,040
meses
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5.3 Alfa-defensina

5.3.1 Analise do teste inicial de padronizagcao da diluicao da amostra

Em relac&o a avaliagao inicial, 10 amostras sendo 5 com o diagndstico de
infecgao e 5 assépticas de acordo com o MSIS 2013 foram testadas em duplicata
nas diluicées 1:10, 1:100, 1:500, 1:1000 e 1:5000. Considerando o grupo com
infeccdo, um aumento gradual na diluicdo do liquido sinovial resultou em uma
elevacgao dos niveis de alfa-defensina. Por outro lado, a mesma resposta nao foi
observada no grupo asséptico. Além disso, as diluicbes que apresentaram as
melhores performances, que foi possivel fazer uma boa diferenciacdo dos casos
positivos dos negativos foram 1:1000 e 1:5000, conforme podemos observar na

Tabela 6 e Figura 8.
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Tabela 6 - Mediana e variagdo dos valores da alfa-defensina (em mg/L) dos 10 casos iniciais (5 do grupo infectado e 5 do grupo

asseptico) em varias dilui¢coes.

Dil. 1:500
Média (Min-Max)

Dil. 1:1000
Média (Min-Max)

Dil. 1:5000 Meédia
(Min-Max)

Dil. 1:10 Dil. 1:100

Média (Min-Max) Média (Min-Max)
Infeccao (N=5) 0,04 (0,03 - 0,05) 0,52 (0,40 - 0,76)
Sem Infecgcado (N=5) 0,01 (0-0,03) 0,09 (0,02 - 0,30)
P 0,02 <0,01

2,92 (1,68 — 4,45)
0,21 (0,12 - 0,55)
<0,01

6,68 (3,62 — 9,62)
0,3 (0,24 — 0,48)
<0,01

32,67 (12,65 50,18)
1,43 (1,4 — 1,49)
<0,01

Teste de Mann-Whitney.
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Figura 8 — Resultados da concentragéo de alfa-defensina (mg/L) de acordo com a
diluigédo (1:10, 1:100, 1:500, 1:1000 e 1:5000). As amostras 1 a 5 referem-
se a casos com infecgdo e as amostras 6 a 10 referem-se a casos sem

infecgéo (casos assépticos)

Rodrigo Calil Teles Abdo



5.3.2 Analise completa da alfa-defensina

54

Resultados

De acordo com os resultados neste teste inicial, de padronizacdo da

diluicdo, procedemos a avaliagdo de mais 30 amostras utilizando as diluigdes

1:1000 e 1:5000. Os resultados dos testes de alfa-defensina, incluindo esses 40

pacientes, sao exibidos na Tabela 7 e Figura 9.

Tabela 7 — Mediana e variagao dos valores de alfa-defensina no liquido sinovial
(em mg/L) dos 40 pacientes.

Numero de

Casos

Diluigao 1:1000

Diluigdo 1:5000

Infecgéo 17 (42,5%)

Sem infec¢ao 23 (57,5%)

6,60 (0,26 - 9,62)

0,25 (0,24 - 8,54)

28,22 (1,25 - 50,18)

1,25 (1,22 - 4,66)

P <0,01 <0,01
Teste Mann-Whitney
1:1000 1:5000
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Figura 9 — Resultados dos valores de alfa-defensina do liquido sinovial dos 40 pacientes

nas dilui¢des 1:1000 e 1:5000
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5.3.21 Curva ROC, AUC e definigao do valor de corte (cutoff)

Obtivemos a curva ROC referente aos 40 pacientes na diluigao 1:1000 e r
na diluicdo 1:5000, conforme podemos observar na Figura 10. Além disso, foram
obtidas a "area under de curve" (AUC) de 95% (IC 95% - 87-100%) para a

concentracdo de 1:1000 e uma AUC de 98% (IC 95% - 94-100%) para a

concentracéo de 1:5000.

ROC (1:1000) ROC (1:5000)
100 [ 100 /
° 80 2 80
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Figura 10 — Curva ROC dos 40 pacientes da diluicao 1:1000 e 1:5000.

De acordo com os dados obtidos na curva ROC, obtivemos um valor de

corte de 3,2 mg/L para a diluicdo 1:1000 e de 5,2 mg/L para a diluigdo de 1:5000.
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5.3.2.2 Analise final

Utilizando a diluigdo de 1:1000 com o valor de corte 3,2 mg/L, a analise
estatistica indicou uma sensibilidade de 88,2% (IC 95% - 66-98%), uma
especificidade de 95,7% (IC 95% - 79-99%), um valor preditivo positivo de 93,8%
(IC 95% - 72-99%) e valor preditivo negativo de 91,7% (IC 95% - 74-99%). Nesta
situagéo, foram encontrados um caso de falso positivo e dois casos de falso
negativo.

Em relagédo a diluicdo 1:5000, foi obtida uma sensibilidade de 94,1% (IC
95% - 73-99%), uma especificidade de 100% (IC 95% - 86-100%), um valor
preditivo positivo de 100% (IC 95% - 81-100%) e valor preditivo negativo de
95,8% (IC 95% - 80-99%). Apenas um resultado falso negativo foi identificado
dentro do grupo infectado, que era um paciente que apresentava fistula ativa.

Como a diluicdo 1:5000 apresentou melhor performance, finalizamos a
analise das ultimas 13 amostras que obtivemos nessa diluicdo, apresentando
uma sensibilidade final de 95,5% (IC 95% - 78-100%), especificidade de 100%
(IC 95% - 89-100%), um valor preditivo positivo de 100% (IC 95% - 85-100%) e
um valor preditivo negativo de 96,9% (IC 95% - 84-100%). Os resultados da
concentragéo da alfa-defensina dos 53 pacientes s&o demonstrados na Tabela

8.
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Tabela 8 — Mediana e variagao dos valores de alfa-defensina no liquido sinovial
(em mg/L) de todos os pacientes

Numero de Casos Diluicao 1:5000
Infecgdo 22 (41,5%) 28,23 (1,25 - 50,18)
Sem infecgao 31 (58,5%) 1,25 (1,22 - 4,66)
P <0,01

Teste Mann-Whitney

5.4 Outros resultados

5.41 Aspecto macroscépico do liquido sinovial

O aspecto macroscopico do liquido sinovial também foi avaliado. Nos
pacientes sem infecgdo, foram observados 14 liquidos de aspecto sinovial
(normal), 7 hematicos e 10 mistos (indeterminados), conforme observado no
Grafico 1. E possivel observar que em nenhum paciente observou-se o aspecto
purulento nos assépticos. Ja nos pacientes com infecgao, foram observados 12
liquidos purulentos, 4 hematicos e 6 mistos (indeterminado). Nesses casos com
infeccdo, nenhum liquido de aspecto sinovial (normal) foi observado, conforme

observado no Grafico 2.
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Grafico 1 — Distribuicdo do aspecto liquido sinovial em pacientes sem infeccao
(MSIS 2013)
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Grafico 2 — Distribuicdo do aspecto liquido sinovial em pacientes com infecgao

(MSIS 2013)
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5.4.2 Avaliacao de outros testes isolados

Foi realizada também uma tabela comparativa dos testes laboratoriais
séricos e sinoviais (PCR, VHS, contagem de leucdcitos, % PMN do MSIS 20138
e do ICM 2018"" e alfa-defensina) com os resultados individuais de cada critério
calculando a sua S, E, VPP e VPN (Tabela 9).

Comparando com os resultados da alfa-defensina, todos os testes foram
inferiores individualmente em todos os calculos. O teste que apresentou a melhor
sensibilidade foi a percentagem de PMN 70% (ICM 2018""). Ja os testes que
apresentaram as melhores especificidades foram a contagem de leucdcitos e a
percentagem de PMN 80% (MSIS 20138), todos inferiores aos resultados da alfa-
defensina. Essa diferenga é possivel observar nas Figura 11, onde as linhas em
vermelho indicam os valores de corte do VHS, PCR, contagem de leucécitos e
da % de PMN de 80% (MSIS 2013°) e a linha verde indica os valores de corte
da % de PMN de 70% (ICM 2018'") de cada teste, e também na Figura 12, onde
a linha em vermelho indica o valor de corte da alfa-defensina encontrado na

nossa amostra (5,2 mg/L).
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Tabela 9 — Testes laboratoriais analisados individualmente
Ass. (31) IPP(22) S E VPP VPN
Critérios Isolados (%) (%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
VHS 3 14 63,6% 90,3% 82,3% 77,8%
(>30 mm/Hr) (9,7%) (63,6%) (IC 95% - 43-80%) (IC 95% - 75-97%) (IC 95% - 59-94%) (IC 95% - 62-88%)
PCR 2 18 81,9% 93,6% 90% 87,9%
(> 10mg/L) (6,5%) (81,8%) (IC 95 - 61-93%) (IC 95% - 79-99%) (IC 95% - 70-98%) (IC 95% - 73-95%)
Leucécitos 1 17 77,3% 96,8% 94,4% 85,7%
(>3000 céls/pl) (3,2%) (77,3%) (IC 95% - 57-90%) (IC 95% - 84-100%) (IC 95% - 74-100%) (IC 95% - 71-94%)
% PMN 1 18 81,8% 96,8% 94,7% 88,2%
(80%) * (3,2%) (81,8%) (IC 95% - 61-93%) (IC 95% - 84-100%) (IC 95% - 75-100%) (IC 95% - 73-95%)
% PMN 3 20 90,9% 93,6% 90,1% 93,6%
(70%) (9,7%) (90,9%) (IC 95% - 72-98%) (IC 95% - 79-99%) (IC 95% - 72-98%) (IC 95% - 79-99%)
AD positiva 21 95,5% 100% 100% 96,9%
(> 5,2mg/L) 0 (95,5%) (IC 95% - 78-100%) (IC 95% - 89-100%) (IC 95% - 85-100%) (IC 95% - 84-100%)

* MSIS 2013, ** ICM 2018
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Figura 11 — Graficos mostrando a distribuigdo dos valores observados nos pacientes
sem infecgéo e com infecgdo de acordo com o MSIS 2013° do VHS (mm/hr),
do PCR (mg/L), da contagem de leucdcitos (células/ul) e % de PMN. As
linhas vermelhas indicam os valores de corte do VHS, PCR, contagem de
leucdcitos e da % de PMN de 80% (MSIS 2013°) e a linha verde indica os
valores de corte da % de PMN de 70% (ICM 2018").
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Figura 12 — Grafico mostrando a distribuicdo das concentragdes da alfa-defensina nos
pacientes sem infeccdo e com infecgédo de acordo com o MSIS 20136, A
linha vermelha indica o valor de corte da amostra estudada de 5,2 mg/L

A analise anatomopatologica nao foi utilizada para comparagéo pois nem
todos os pacientes realizaram essa analise. A presenca de fistula e 2 culturas
também nao foram adicionadas a essa analise pois esses 2 critérios ja séo
patognomoénicos de IPP isoladamente. Também n&o consideramos a uma
cultura para a analise pois tiveram casos que a cultura foi obtida no pré-
operatorio (pungdo), e em outros, no pos-operatorio em decorréncia do ato

cirurgico.

Rodrigo Calil Teles Abdo



DISCUSSAO



63

Discussao

6 DISCUSSAO

Nossos achados obtidos neste estudo pioneiro no Brasil referentes a
acuracia diagnostica da alfa-defensina no diagndstico de IPP foram muito
promissores, com uma excelente acuracia diagnostica, sendo comparados a
literatura”*7-72, corroborando com a importadncia desse peptideo nesse
diagndstico. Além disso, conseguimos completar um "gap" deixado por outros
estudos na analise laboratorial da alfa-defensina, demonstrando a importancia
da diluicdo da amostra do liquido sinovial para a sua analise, indicando
resultados positivos nas diluicdes de 1:1000 e 1:5000 e seus respectivos valores
de corte (cutoff), sendo 1:5000 a diluicdo que apresentou os melhores
resultados. Essas informagdes sao muito relevantes e podem auxiliar outros
centros pelo mundo na utilizagdo da alfa-defensina laboratorial no diagnostico
de IPP. Também, pudemos observar que ao utilizarmos a nova definicao de IPP
proposta durante o International Consensus Meeting em 2018 (ICM 2018)'", os
resultados finais foram semelhantes aos critérios propostos pela Sociedade de
Infecgdo Musculoesquelética em 2013 (MSIS 2013)8. Porém, s6 obtivemos essa
semelhanga nos resultados apdés o acompanhamento e diagndstico final dos
casos inconclusivos, indicando uma necessidade cada vez maior de um
aprimoramento do diagndstico de IPP.

O diagndstico preciso de uma ATJ dolorosa é muito importante pois
determinara qual o tipo de tratamento € o mais indicado para cada caso. No caso
de uma IPP, é ainda mais importante, pois um diagndstico inadequado pode

levar a tratamentos inadequados, colocando em risco a saude do paciente,
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podendo em alguns casos levar a amputagdo de um membro, ou até mesmo a
morte*.

As taxas de IPP séo variadas na literaturas, variando entre 1 a 2% nas
artroplastias primarias’®, podendo variar entre 3 e 5% nas revisdes de ATJS.
Mesmo com os esforgos para diminuir essas taxas de infec¢do, aparentemente
parece que estdao aumentando. Alguns fatores podem estar relacionados a esse
aumento, como diminuigdo na taxa de revisdes por outras causas, seja pela
diminuicdo da ostedlise e solturas pelo desgaste do polietileno, abrangéncia
maior nos diagnosticos por limiares menores nos testes e novos critérios
diagndsticos, e também, por uma melhor qualidade nos registros de infecgao’.

Historicamente, diferentes critérios diagnosticos tém sido utilizados para
se diagnosticar um IPP. Varios autores utilizaram nesse periodo desde uma
simples cultura, uma cintilografia éssea, uma analise do liquido sinovial, um
exame histoldgico?!, dentre outros isoladamente, até a utilizagdo desses exames
em conjunto. Varias sociedades de infecgdo como a MSIS em 201125 e 2013°, a
IDSA também em 201326 e a EBJIS em 201728 propuseram critérios diagnosticos
com o objetivo de melhorar a acuracia desse diagnostico. Porém, Renz
demonstrou em uma publicagdo em 2018 que os diagndsticos dos mesmos
pacientes eram diferentes quando se utiliza critérios diferentes?®, demonstrando
assim uma necessidade de unificar esses critérios para tentar melhorar a
acuracia diagndstica e padronizar esse diagnostico. Foi em 2018, durante o ICM,
evento que reuniu especialistas no assunto de todo o mundo, que foi proposto o
novo critério de infecgédo'!, onde a alfa-defensina foi introduzida como parte dos
critérios menores. E ainda mais recente, no inicio de 2021, a EJBJIS apoiada

pela MSIS sugeriu um novo critério diagnostico, mais abrangente, como limiares
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menores, dividido em 3 partes (infecgao improvavel, infec¢ao provavel e infecgcao
confirmada), colocando a alfa-defensina, tanto a laboratorial quanto a qualitativa,
como um critério definidor de infecgdo®®, comprovando a sua importancia no
diagnéstico.

Atualmente, dois métodos estao disponiveis para determinar a presenca
de alfa-defensina no liquido sinovial. O teste quantitativo, realizado em
laboratorio pelo método ELISA, descrito neste trabalho e nao disponivel no
Brasil. E o teste qualitativo de fluxo lateral, utilizando o Synovasure®, dispositivo
da empresa Zimmer-Biomet®, ja disponivel comercialmente no Brasil. E
importante notar que ambos tém sido usados como ferramentas valiosas para o
diagndstico de IPP e fornecem informagdes importantes durante essa
investigacao®®’5. Embora cada teste apresente vantagens e desvantagens, em
geral, o teste de fluxo lateral € mais facil de ser realizado, até mesmo pelo médico
no consultério, apresentando resultados rapidos e com custo mais barato,
enquanto o ELISA, apesar de seu melhor desempenho, geralmente necessita de
estrutura de laboratorio com profissionais experientes e custos elevados,
principalmente em locais onde o numero de pacientes em investigacao de IPP
nao é elevado, como é o caso do nosso estudo'?4%47.76 . Uma maneira para tentar
melhorar a acuracia do teste de fluxo lateral, é realizar a centrifugagéo prévia do
liquido sinovial, como observado em estudo realizado pelo nosso grupo e
publicado recentemente em 202153,

Em um dos primeiros estudos sobre a alfa-defensina em IPP, Parvizi et
al. descreveram um valor de corte de 5,2 mg/L na concentragao da alfa defensina
utilizado para o diagnéstico de IPP’. No entanto, as diluigdes aplicadas para a

obtencdo desse valor de corte ndo foram descritas, dificultando sua replicagao,
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mesmo utilizando o mesmo kit de teste ELISA de alfa-defensina. Em nosso
estudo, pudemos observar que ao utilizarmos a diluicdo de 1:5000, obtivemos
exatamente o mesmo valor de corte a, de 5,2 mg/L. Usando esta razdo de
diluicdo, apenas um resultado falso negativo foi observado no nosso estudo, que
foi de um caso que apresentava fistula ativa, semelhante a outros estudos na
literatura'®4”. No entanto, em nosso estudo, o caso apresentou cultura intra-
operatéria positiva, o que nao foi verificado na outra série. Também mostramos
evidéncias de que, embora a diluigdo de 1:1000 tenha apresentado resultados
satisfatérios para detecgao de casos infectados, obteve-se menor sensibilidade
e especificidade, com um valor de corte de 3,2 mg/L. Na nossa série, néo
obtivemos nenhum caso falso positivo, como poderia ser encontrado na
presenca de metalose ou artrite gotosa, conforme descrito na literatura®’42.
Uma consideragao digna de nota diz respeito ao efeito prozona, também
conhecido como efeito gancho, que € uma resposta falsa negativa que ocorre
em testes imunologicos como consequéncia de um excesso de antigeno ou de
anticorpos’’. Em relagao ao teste de alfa-defensina, se a quantidade de antigeno
(ou seja, alfa-defensina) for maior do que a quantidade de anticorpo, o anticorpo
secundario (ou seja, peroxidase) ndo se ligara adequadamente e o teste
apresentara um resultado falso. Esta pode ser a razdo para alguns valores falsos
negativos durante o ensaio da alfa-defensina em publicagdes anteriores. No
presente estudo, ndo avaliamos diretamente a influéncia da diluicdo no efeito
prozona. No entanto, uma vez que as amostras foram diluidas usando diluentes
apropriados, e considerando que diluicbes mais baixas sdo mais propensas a

exibir o efeito prozona, as diluicdes mais recentes podem ser Uteis para superar
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esse efeito’®, potencialmente permitindo uma diferenciagdo mais precisa entre
IPP e os caso assépticos.

Outro dado observado na nossa amostra € que os grupos nédo eram
diferentes entre si quanto a idade, género, lateralidade e presenca de doenca
inflamatdria, pois ndo houve diferenga estatistica. S6 foi observada diferenca
estatistica nos itens “Tempo de ATJ até o diagnostico” e “Tempo de ATJ até o
inicio dos sintomas” onde pudemos observar um tempo mais curto nesse dois
itens nos pacientes com infec¢gdo, como era de se esperar, conforme podemos
observar na Tabela 5.

Uma constatagcdo adicional interessante do estudo foi quando
comparamos o resultado da alfa-defensina para o diagnostico de IPP com os
outros testes realizados para o diagndstico (PCR, VHS, contagem de leucdcitos,
PMN 70% e PMN 80%) Tabela 9. Pudemos observar que a melhor sensibilidade
encontrada nesses testes foi a percentagem de PMN 70%, critério que faz parte
do ICM 2018"". As melhores especificidades foram observadas na contagem de
leucocitos e na percentagem de PMN 80% (MSIS 2013%), porém todos os
resultados inferiores ao obtido com a utilizagéo da alfa-defensina (Figura 11 e
Figura 12). Na literatura ja estdo descritos alguns fatores que podem alterar o
resultado desses exames e prejudicar o diagnostico de infecgdo de protese’®20.
Em uma publicagdo de Shahi et al. em 20157°, descreveram que os o resultado
dos biomarcadores PCR, VHS e %PMN eram inferiores em pacientes que
receberam antibiéticos previamente, deixando os valores abaixo do limite
determinado pela MSIS, dificultando o diagndstico de IPP. Esse é mais um dado
muito relevante do nosso estudo, pois nenhum paciente fazia o uso de

antibidticos por pelo menos 4 semanas, o que aumentou a confianga nesses
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outros testes no nosso estudo. Mesmo assim, a alfa-defensina, que ndo tem o
seu efeito alterado pelo uso de antibidticos*®, se mostrou superior.

Além disso, o uso de antibidtico prévio pode acarretar em um risco
aumentado de diagnosticos de IPP com cultura negativa, atrapalhando nao s6 o
diagnostico quanto o tratamento antimicrobiano®. Outras causas descritas para
esse resultado negativo das culturas s&o a coleta e manuseio inadequado da
amostra, presenca de microrganismos raros em causar infeccdo e a presenca
do biofilme82.80,

Uma técnica que vem sendo utilizada para tentar melhorar esses
resultados de culturas negativas é a sonicagdo do implante, que consiste na
utilizagao do ultrassom com ondas de baixa frequéncia passando pelo liquido ao
redor da prétese e criando areas de baixa e alta presséo, fazendo com que
ocorra a liberacdo das bactérias. Esse liquido ao redor da protese é
encaminhado para a realizagdo de culturas. A utilizacdo da sonicacdo de
implantes melhora a sensibilidade do diagnostico de infecgdo de protese por
aumentar a detecgéo de bactérias e n3o altera a especificidade®!. Além disso,
observou-se uma melhora importante no resultado de culturas de pacientes em
uso de antibioticoterapia prévia®2. Apesar dos bons resultados, a sonicagdo
ainda é um procedimento muito pouco realizado devido ao seu alto custo e
poucos centros tém a capacidade de realizar, principalmente no Brasil.

Uma outra ferramenta com boas perspectivas que vem sendo estudada
com resultados animadores é a Reacdo em Cadeia da Polimerase, ou RCP
(PCR- Polymerase Chain Reaction), uma técnica de biologia molecular que
amplifica uma unica cépia de um pedaco de DNA e cria milhdes de cdpias para

facil identificagdo®. Tanto o DNA e o RNA da bactéria sdo alvos para
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amplificacdo e detecgdo. Uma metanadlise realizada por Xinhua Qu et al.8 para
avaliar o uso de ensaios de RCP para o diagndstico de infecgédo articular
protética apresentou uma sensibilidade de 86% e especificidade de 91%,
mostrando que o RCP é um método confiavel para o diagndstico de infec¢ao de
protese. Apesar da realizagdo de alguns estudos sobre o RCP mostrando
resultados animadores, 0 seu uso ainda é muito restrito pelo seu altissimo custo.

E a ultima analise que fizemos no nosso estudo foi referente ao aspecto
macroscopico do liquido sinovial. Apesar do viés de ter sido realizada por apenas
um dos autores (pesquisador principal), trouxe algumas informagdes que podem
nos orientar durante uma puncéao articular. Nos casos assépticos, a maioria dos
liquidos tinha o aspecto normal (14 casos), porém foi possivel observar que em
nenhum paciente foi observado liquido com aspecto purulento (Grafico 1), tendo
uma bom "valor preditivo positivo" o liquido purulento para infecgdo de
prétese. Ja nos pacientes com infecgao, a maioria dos liquidos tinha o aspecto
purulento (12 casos), e foi possivel observar que nenhum liquido de aspecto
normal foi observado nos pacientes com IPP (Grafico 2).

Algumas limitagbes devem ser consideradas, sendo a principal o pequeno
tamanho da amostra. No entanto, os achados consistentes de diferentes
diluicdes e os excelentes resultados usando uma diluicdo de 1:5000 reduzem a
necessidade de aumentar o tamanho da amostra. Além disso, apesar dos
resultados em relagao as melhorias progressivas no desempenho do teste apés
diluicbes em série, ndo demonstramos a verdadeira razao pela qual isso ocorre.
Mais estudos sdo necessarios para resolver esta consideracdo. O presente
estudo é uma avaliagao piloto e necessita de mais testes de desempenho técnico

antes de sua validagdo e uso rotineiro em laboratorio. Mesmo assim, aqui
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descrevemos em detalhes a analise da alfa-defensina do liquido sinovial por
meio de ELISA, incluindo as melhores dilui¢ées para o diagndstico mais preciso
de IPP do joelho. Além disso, embora existam varios kits de ELISA disponiveis,
optamos por aplicar o kit que era usado anteriormente quando este estudo foi
realizado e, portanto, poderiamos comparar os resultados com a literatura atual.
O desenvolvimento de um imunoensaio interno pode ser de grande interesse
para laboratérios de rotina em todo o mundo, e as informacgdes fornecidas aqui
podem garantir a reprodutibilidade do teste com dados mais precisos.
Acreditamos que este trabalho agrega conhecimentos importantes na
interpretacdo dos resultados dos testes, os quais sdo relevantes para os

cirurgides ortopedicos que serdo os usuarios mais frequentes desses testes.
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7 CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou que a alfa-defensina laboratorial foi um
excelente biomarcador sinovial para o diagnéstico de infecgédo periprotética no
joelho, apresentando uma sensibilidade de 95,5% (IC 95% - 77-100%), uma
especificidade de 100% (IC 95% - 89-100%), um valor preditivo positivo de 100%
(IC 95% - 85-100%) e um valor preditivo negativo de 96,9% (IC 95% - 84-100%)
quando utilizamos como referéncia o MSIS 2013 e o ICM 2018. Além disso,
observamos que a diluicdo mais adequada para o teste laboratorial foi a 1:5000,

onde obtivemos um valor de corte de 5,2 mg/L.
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Anexo A — Aprovacgao pela Comisséao Cientifica

DEPARTAMENTO DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

COMISSAO CIENTIFICA

IDENTIFICACAO Protocolo IOT n°® 1261

Pesquisador Responsavel: Dr. Marco Kawamura Demange

Pesquisador Executante: Dr. Riccardo Gomes Gobbi

Titulo: Utilizagdo de exame ndo invasivo com tecnologia hibrida usando o radiofarmaco 18F-
FDG como PET/RM associada as técnicas de supresséo de artefatos metalicos de suscetibilidade
magnética (MAVRIC) para o diagnéstico de infecgdio de protese total do joelho em pacientes
com indicagdo de revisdo de artroplastia total de joelho.

Grau de Pesquisa: Projeto Regular (Interinstitucional)

APRECIACAO GERAL DA PROPOSTA

1° PARECER

Estudo com desenho adequado e descrigdo clara na area de interesse dos autores.
Termos e documentos sem pendéncias.

Recomendo Aprovagdo.

Relator
Comissao Cientifica
05.05.2017

DECISAO DA COMISSAO CIENTIFICA EM 05.05.2017: Projeto aprovado.

Para enviarmos o projeto para submissio da CAPPesq, os pesquisadores deverdo:
1} Anexar todos os documentos relativos ao projeto de pesquisa, inclusive este parecer
e o projeto de pesquisa, no cadastro on-line através dos links:
Para acesso dentro do HC:
http://192.168.10.40/DiretoriaClinica/Pesquisador/login.php
Para acesso fora do HC:
http://143.107.176.78/DiretoriaClinica/Pesquisador/login.php
2) Preencher a Folha de Rosto da Plataforma Brasil que devera ser impressa, assinada
pelo pesquisador responsavel e encaminhada a esta secretaria (anexa instrugio do
preenchimento)
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Anexo B — Aprovacdo pela Comisséo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo.

dand USP - HOSPITAL DAS <
L CLINICAS DA FACULDADE DE “CGravaf ™
- MEDICINA DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Utilizagdo de exame néo invasivo com tecnologia hibrida usando o radiofarmaco 18F-
FDG como PET/RM associada as técnicas de supressédo de artefatos metalicos e de
suscetibilidade magnética (MAVRIC) para o diagnéstico de infecgéo de prétese total de
joelho em pacientes com indicagdo de revisdo de artroplastia total de joelho

Pesquisador: Marco Kawamura Demange

Area Temitica:

Versao: 1

CAAE: 71039317.3.0000.0068

Institui¢do Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU S P
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.179.456

Apresentagao do Projeto:

Utilizagdo de exame ndo invasivo com tecnologia hibrida usando o radiofarmaco 18F-FDG como PET/RM
associada as técnicas de supresséo de artefatos metalicos e de suscetibilidade magnética (MAVRIC) para o
diagnéstico de infecgdo de protese total de joelho em pacientes com indicagdo de revisdo de artroplastia
total de joelho.

Objetivo da Pesquisa:

O propésito do presente trabalho é correlacionar os resultados de exames que ja séo utilizados para o
diagnoéstico de infecgdo de protese segundo a Sociedade Internacional de Infecgdo de Protese e o valor
intra-articular da alfa-defensina no diagnéstico de infeccdo de protese de joelho com o método de imagem
hibrido usando o radiofarmaco 18F-FDG: PET/RM e utilizando as técnicas de supressdo de artefatos
metalicos e suscetibilidade magnética (MAVRIC), naqueles pacientes aguardando reviséo de artroplastia
total do joelho com suspeita de infecg¢do.

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:
Risco proveniente da pungdo articular seria o risco de contaminagéo da articulagdo pds-pungdo. A pungédo
articular sera realizada em ambiente adequado para esse procedimento, seguindo as

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Muniecipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesg.adm@nhc.fm.usp.br
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rr USP - HOSPITAL DAS ;
b CLINICAS DA FACULDADE DE QWW
MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Continuagdo do Parecer: 2 179456

normas da CCIH do IOT-HCFMUSP, diminuindo assim ao méximo o risco para o paciente. Esse
procedimento faz parte da abordagem para o diagnostico de infecgdo de protese e ndo deve ser
considerado como risco adicional do estudo. Riscos do exame de PET/RM em casos de pacientes com
alguma contraindicagdo para a realizagdo do PET ou RM seriam excluidos do estudo (critério de excluséo).

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Estudo bem desenhado, com objetivos claro e metodologia adequadamente descrita.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:
Adequados e sem pendéncias.

Recomendagdes:

Aprovagdo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sem pendéncias

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n° 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatorios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgdo do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS DO P | 10/07/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_922689.pdf 10:15:42
TCLE /Termos de | TCLEPETRM.doc 10/07/2017 |Marco Kawamura Aceito
Assentimento / 10:14:53 |Demange
Justificativa de
Auséncia
Outros CadastroDaPesquisa16444.pdf 27/06/2017 |Marco Kawamura Aceito

15:52:15 | Demange
Folha de Rosto FolhaDeRosto16444.pdf 2710612017 |Marco Kawamura Aceito
15:51:37 | Demange

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAQ PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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. USP - HOSPITAL DAS <
CLINICAS DA FACULDADE DE ‘g7 ™™
N
MEDICINA DA UNIVERSIDADE
Contmuat;éo do Parecer: 2179456
Projeto Detalhado / | versaocomissaocientifica.docx 25/05/2017 |Marco Kawamura Aceito
Brochura 15:13:48 |Demange
Investigador
Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo
SAO PAULO, 20 de Julho de 2017

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
{Coordenador)

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAQ PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Anexo C - Emenda da Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo.

v o USP - HOSPITAL DAS R cineiian
F CLINICAS DA FACULDADE DE & J8rall -
b MEDICINA DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Ulilizagao de exame n&o invasivo com tecnologia hibrida usando o radiofarmaco 18F-
FDG como PET/RM associada as técnicas de supressao de artefatos metalicos e de
suscetibilidade magnética (MAVRIC) para o diagnostico de infeccéo de protese total de
joelho em pacientes com indicagéo de revis@o de artroplastia total de joelho

Pesquisador: Marco Kawamura Demange

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 71039317.3.0000.0068

Instituicio Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADA U S P
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.288.521

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de emenda na qual o pesquisador informa a inclusdo do aluno de mestrado Rodrigo Calil Teles
Abdo que ira desenvolver o sub-projeto intitulado "ANALISE DA ALFA-DEFENSINA NO LIQUIDO SINOVIAL
COMO DIAGNOSTICO DE INFECCAQO DE PROTESE DE JOELHO EM PACIENTES COM INDICAGAO DE
REVISAO DE ARTROPLASTIA TOTAL DE JOELHO"

Objetivo da Pesquisa:

Incuséo de aluno de mestrado e sub-projeto

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Sem modifica¢des com relagdo a emenda apresentada.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Nenhum

Consideragboes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Os termos apresentados estao adequados.

Endere¢o:  Rua Ovidio Pircs de Campos. 225 5 andar

Bairro: Carmqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: 8P Municipio: SAO PAULO
Telefone:  [11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesy.adm & he.(m.usp.br

Eagnad! de i
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CLINICAS DA FACULDADE DE ne
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Continuagée do Parecer: 2.288.521

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendencias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugao CNS n® 466/12 — cabe ac pesquisador: a} desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; cjapresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d} manter em arquivo sob sua guarda, por § anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; @) encaminhar os resultados para
publicagao, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrup¢ao do projeto ou a nao publicagao dos resultados.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas| PB_LINFORMACOES BASICAS_989414] 31/08/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 14:42:31
Projeto Detalhado / | Projetoalphadefensinmestrado.docx 31/08/2017 |Marco Kawamura Aceito
Brochura 14:39:47 |Demange
| Investigador
Declaragao de propostamestrado.pdf 31/08/2017 |Marco Kawamura Aceito
Pesquisadores 14:39:06 | Demange
TCLE / Termos de | TCLEPETRM.doc 10/07/2017 |Marco Kawamura Aceito
Assentimento / 10:14:53 |Demange
Justificativa de
Auséncia
QOutros CadastroDaPesquisa16444 pdf 27/06/2017 |Marca Kawamura Aceito
15:52:15 [Demange

Folha de Rosto FolhaDeRosto16444.pdf 27/06/2017 |Marco Kawamura Aceito
15:51:37 [Demange

Projeto Detalhado / | versaocomissaocientifica.docx 25/05/2017 [Marco Kawamura Aceito

Brochura 15:13:48 |Demange

Investigador

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Enderega:  Rua Ovidio Pires de Campas, 225 5° andar

Balrro: Cerqueira Cesar CEP: 05.408-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: caopesq.adm@ he.fm.usp.br
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b baags MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Continuagdo oo Parever: 2.288.521

SAO PAULE 21 dI Setembro de 2017

,Asslnado por:

ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

Endereco: Rua Qvidio Pires de Campos. 225 5" andar

Bairro: Cergueira Cesar CEP: (5403010
UF: SP Municiplo: SAO PAULO
Telefane: {11)2661-7585 Fax: (11}2661-7585 E-mail: cappesq.adm @ he.fm.usp.br
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Anexo D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

1
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa: Utilizagao de exame nao invasivo com tecnologia hibrida usando o
radiofarmaco 18F-FDG como PET/RM associadas as técnicas de supressao de artefatos
metalicos e de suscetibilidade magnética (MAVRIC) para o diagnéstico de infecgdo de
protese total de joelho em pacientes com indicagao de revisdo de artroplastia total de
joelho

Pesquisador principal — Dr Rodrigo Calil Teles Abdo — Médico

Departamento/Instituto - 10T ~-HCFMUSP

Il - EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE LEGAL
SOBRE A PESQUISA:

O senhor (a) estd sendo convidado para participar deste estudo que tem como objetivo
melhorar o diagnéstico de infecg@o de prétese de joelho, com o auxilio de uma nova técnica de
ressonancia magnética. Vocé serd submetido(a) a uma ressonancia magnética por emisséo de
positrons (PET-RM) que € um exame em que se utiliza um campo magnético para fazer com cada
tipo de substancia do corpo emita um tipo de onda de radio diferente, que é captado para formar a
imagem em alta definicdo. Vamos avaliar na PET-RM o grau de captacdo do medicamento
(radiofarmaco) na regido da protese pois acreditamos que uma alta captagéo na regido da protese e
em volta dela, aumentam as chances de ser infecgdo. Além disso vamos avaliar a presenga de

colegdes perto da protese que também pode ser indicativo de processo infeccioso.

Atualmente ndo temos um método ouro para o diagnéstico de infec¢cdo de prétese e
geralmente ndo se chega a um diagnéstico definitivo e na grande maioria das vezes é necessaria a
realizagdo da pung¢ao articular para auxilio no diagnéstico. O objetivo desse novo exame é encontrar

um método n&o invasivo para auxiliar no diagnéstico.

Rodrigo Calil Teles Abdo
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2
Os incémodos que vocé tera participando desse trabalho séo: os exames sdo um pouco

demorados e vocé tera de ficar deitado sem se mexer por 30 a 45 minutos durante o exame; vocé
nao pode ter problemas em ficar em espacos fechados; vocé recebera uma picada na veia para a
injegdo do medicamento (radiofarmaco) da PET-RM;e, tera que ficar em jejum antes da realizagéo
do PET-RM.

Dessa forma, queremos avaliar esse novo método de exame néo invasivo para auxiliar no
diagnéstico de infeccdo de prétese. O beneficio que vocé pode vir a ter ao optar por participar dessa

pesquisa ocorrera pelo diagnéstico correto da suspeita de infecgdoo de prétese.

Para a confirmagédo do diagndstico sera realizada também a puncgéo articular e andlise do
liquido retirado do joelho, conforme literatura atual, apés a realizagdo da PET-RM. A puncédo
articular faz parte da pesquisa do diagnéstico de infeccdo de protese. Além das substancias
normalmente analisadas, o material que sobrar sera armazenado e, no final do projeto, sera
também realizada a analise de uma substdncia chamada de alfa-defensina e depois iremos

comparar os resultados encontrados nos pacientes que concordaram em participar deste estudo.

O senhor (a) tem plena liberdade de recusar-se a participar ou retirar o seu consentimento
em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma. O senhor (a) recebera uma via desse
termo de consentimento.

Riscos para o paciente

A ressondncia magnética ndo apresenta risco para o paciente. Os pacientes que

apresentarem contra- indicag&o da realizagdo do exame, serdo excluidos na fase inicial,
O radiofarmaco utilizado sera o 18F-FDG e ndo traz risco para o paciente.
A puncao articular faz parte da pesquisa de suspeita de infec¢éo de prétese.
Beneficios esperados

A pesquisa traz como beneficio, a tentativa da utilizagdo da ressonancia magnética no

diagndstico de infecgéo de prétese, um método n&o invasivo e sem riscos para o paciente.

Rodrigo Calil Teles Abdo
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Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para

esclarecimento de duvidas. O principal investigador é o Dr Rodrigo Calil Teles Abdo, que pode ser
encontrado no endereco Av. Dr. Eneas de Carvalho Aguiar, 44 Telefone(s) 11 - 2661-6655 e 11 -
994926939, e-mail. rctabdo@hotmail.com. Se vocé tiver alguma considerag&o ou duvida sobre a ética
da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar — tel: (11) 2661- 6442 ramais 16, 17, 18, ou (11) 2661-7585; e-mail:
cappesg.adm@hc.fm.usp.br.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito do estudo “Utilizacdo de exame nao
invasivo com tecnologia hibrida usando o radiofarmaco 18F-FDG como PET/RM associadas
as técnicas de supressdo de artefatos metalicos e de suscetibilidade magnética (MAVRIC)
para o diagnéstico de infecgcao de protese total de joelho em pacientes com indicacido de

revisdo de artroplastia total de joelho”.

Eu discuti as informagdes acima com o Pesquisador Responsavel (Dr Rodrigo Calil Teles
Abdo) ou pessoa (s) por ele delegada (s) (Dr Riccardo Gomes Gobbi) sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os objetivos, os procedimentos, os potenciais
desconfortos e riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar deste estudo, assino

este termo de consentimento e recebo um via rubricada pelo pesquisador.

Rodrigo Calil Teles Abdo
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DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
R 10 R
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° & ..ot SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ R
ENDEREGO oo, NO e APTO:
CIDADE
S )

2.RESPONSAVEL LEGAL .....oovveeeeeceeeee oo
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....cccccociiiiiiiaineiene
DATA NASCIMENTO.: ...... e L

(6] = ——————— TELEFONE: DDD (............ ) R —————

Assinatura do participante ou representante legal Assinatura do responsavel pelo estudo

Data / / Data / /

Rodrigo Calil Teles Abdo
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Anexo E — Aprovagao FAPESP

¥ SAGe

Processo

ldentificagéo do Processo

Nimero do Processo
Situagdo

[Grupo de Financiamento
Linha de Fomenip
Beneficidrio
Responsdwel

Data licio

Duragdo

2017255409 -Pro pto de Pesquisa - Regular
Em Execucan
Auxilio & Pesquisa

Programas Regulares { Auxilios a Pesquisa /Projeto de Pesquisa /Projeto de
Pesquisa - Regular - Fluxo Continuo

Marco Kawamura Demange
Marco Kawermura Demange
01052018
24 més(es)

Instinigdo de Pesquisa/Empresa
Departamenio

Data de Abertura

Titulo em Portugués

Faculdade de MedicinaFMAUSP
ortopedia e traum atologia

07122017

Projeto - Identificagdo

Utlizag&o de exame ndo invasiw com tecnologia hitrida usando o radiofarmaco 18 F-FDG como PET/RM associada as
tecnicas de supressao de artefatos metélicos e de suscetibilidade m agnetica. (MAVRIC) para o diagnostico de infecgdo de

protese total de joelho
Titulo em Inglés

Use of hon-inwsive test with hybrid technology using the 18F-FDGasPET / MRI associated with metal artifact suppression

and magnetic suscept bility (W AY RIC) techniques for the diagnosis of total knee prosthesis infection

Classifcagdo
Grande Area
Area Medicina
Sub-drea

Especialidade

Ciéncias da Saude

Cutra Subérea Medicina
Crtopedia e Traumatologia

Palawas-chave PETRM

alfa defensina , arroplastia total de joelho, infecgén de artroplastia total de pelho, MAYRIC,

Projeto - Instituigdes

Instivicdo de Pesquisa /Empresa Principal
Nome Faculdade de MedicinaFMAUSP

Equipe

Nome

Marco Kawamura Demange

Pesquisador
Responsawvel *

Projeto - Pessoas Envolvidas

Horas
Fungdo D::': :';' :;sa ° Vigéncia Vinculo Principal
Projeto
15 01052018 a Faculdade de
304042020 MedicinaFMAUSP
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Ana Lucia Lei Munhoz Lima Pesquisador 10 01/05/2018 a  Hospital das Clinicas de S&o
Associado 30/04/2020 Paulo/HC/SSSP
; Pesquisador 01/05/2018 a Faculdade de
Carlos Alberto Buchpiguel Associado 10 30/04/2020  Medicina/FM/USP
Eloisa Silva Dutra de Oliveira Pesquisador 10 01/05/2018 a Faculdade de
Bonfé Associado 30/04/2020 Medicina/FM/USP
) Pesquisador 01/05/2018 a Faculdade de
Gilberto LUis.Camenho Associado 10 30/04/2020  Medicina/FM/USP
Pesquisador 01/05/2018 a
RODRIGO CALIL TELES ABDO Aesociado 20 30/04/2020
Instituto de Ortopedia e
iose ricardo pecora Apoio Técnico 5 01/05/2018 a Traumatologia do Hospital das
] P P 30/04/2020  Clinicas de S0

Paulo/IOT/SSSP

* Com Beneficio Complementar

Projeto - Descrigéo

Resumo em Portugués

A Artroplastia Total de Joelho (ATJ) € um procedimento bem sucedido na ortopedia e com o envelhecimento da populagéo e
acrescente demanda por qualidade de vida tém aumentado a sua indicag&o. Algumas vezes, podem ocorrer complicagdes
desse procedimento e a infecgdo de protese € um dos mais dificeis de se conduzir. O diagnoéstico de infecg&o de artroplastia
total de joelho ainda permanece um desafio para os ortopedistas no mundo inteiro. Um diagnéstico errado pode levar a um
tratamento inadequado podendo causar grandes complicagdes para o paciente. Atualmente, o método utilizado para o
diagnostico de infecgdo de prétese depende da pungéo articular e eventualmente, s6 se tem o diagnéstico apos
procedimento cirdrgico. Esse método, no entanto, € invasivo e pode acarretar em outras complicagdes para o paciente. A
FDG-PET, um método n&o invasivo, fornece resultados promissores para a avaliagdo de infecgdo pos artroplastia. Entretanto,
falta padronizacdo na interpretagéo dos achados dos métodos de imagem. Além disso, uma nova sequencia de imagens de
RM com o MAVRIC (multiaquisition variable ressonance image combination) vem sendo utilizada em pacientes com
implantes metélicos nas articulagdes com 6timos resultados. Este trabalho tem o propésito de comparar resultados de
exames que ja séo utilizados para o diagnoéstico de infecgéo de protese segundo a Sociedade Interacional de Infecgéo de
Prétese, com o valor da alfa defensina articular que tem demonstrado resultados bem animadores e com resultados dos
exames de imagem n&o invasivos com tecnologia hibrida usando o radiofarmaco 18F-FDG como PET/RM associadas a
técnicas de supresséo de artefatos metélicos e de suscetibilidade magnética (MAVRIC) para o diagnhéstico de infecgcdo de
prétese total de joelho em pacientes com indicagéo de reviséo de artroplastia.

Resumo em Inglés

Total Knee Arthroplasty (TKA) is a highly successful procedure in orthopedics and with the aging population and increasing
demand for quality of life have increased its indication. Sometimes complications of this procedure can occur and
Periprosthetic Joint Infection (PJI) is one of the most complicated to manage. The diagnosis of total knee arthroplasty infection
remains a challenge for orthopedists worldwide. A misdiagnosis can lead to inadequate treatment and can cause major
complications for the patient. Currently, the method used for the diagnosis of PJI depends on the joint aspiration and
sometimes the diagnosis is made after a surgical procedure. However, this an invasive method and can lead to other
complications for the patient. FDG-PET, a non-invasive method, provides promising results for PJ| evaluation. However, there
is a lack of standardization in the interpretation of imaging findings. In addition, a new sequence of MR| images with MAVRIC
(multiaquisition variable ressonance image combination) has been used in patients with metal implants in the joints with
optimal results. The purpose of this study is to compare the results of tests that are already used for the diagnosis of PJI
according to the International Society of Prosthesis Infection, with the measurement of alpha defensin in synovial fluid that has
shown very encouraging results and the non-invasive test with hybrid technology using the 18F-FDG radiopharmaceutical as
PET /MRI associated with metal artifact suppression and magnetic susceptibility (MAVRIC) techniques for the diagnosis of
PJl in patients with indication for revision of knee arthroplasty.

Objetivos

Obijetivo primério: O proposito do presente trabalho € correlacionar os resultados de exames que ja séo utilizados para o
diagnoéstico de infecgéo de prétese segundo a Sociedade Intermacional de Infecgdo de Prétese e o valor intra-articular da
alfa-defensina no diagnostico de infecgéo de protese de joelho com o método de imagem hibrido usando o radiofarmaco 18F-
FDG: PET/RM e utilizando as técnicas de supressao de artefatos metélicos e suscetibilidade magnética (MAVRIC), naqueles
pacientes com indicagé@o de revisao de artroplastia total do joelho com suspeita de infecg&o. Objetivos secundéarios: Avaliar a
adequagéo dos parametros técnicos de aquisigéo do exame de RM com técnicas de redugéo dos artefatos metélicos e
suscetibilidade magnética em comparagéo com as técnicas tradicionais; Explorar as varias técnicas de reducdo de artefatos
com os varios tipos de préteses totais de joelho utilizadas na instituigdo quanto ao material de sua constituic&o e capacidade
diagnostica do método hibrido PET/RM; Definir um padréo de imagem na modalidade hibrida da PET/RM de maneira a se
diagnosticar de forma nédo invasiva infecgé@o de protese total de joelho.

Resultados Previstos

Atualmente o diagnéstico de infecgé@o de artroplastia total de joelho depende da pungéo articular, que € um procedimento que
pode trazer riscos ao paciente. E esperado que a PET-RM com a técnica de supressao de artefatos metélicos (MAVRIC)
tenha um importante papel no diagnéstico de infecgédo de artroplastia total de joelho, diminuindo assim os riscos ao paciente.
Além disso, pode ser utilizado como importante ferramenta em um eventual procedimento cirirgico que o paciente necessite,
direcionando melhor o tratamento. A alfa-defensina € um biomarcador que vem sendo estudado com 6timos resultados no
diagnéstico de infecg&o de artroplastia total de joelho. E esperado que obtenhamos resultados excelentes de acordo com a
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literatura e tome a alfa-defensina um importante marcador para infecgéo no nosso meio.

O produto objeto do projeto é patentegvel?

Né&o

R$ / US$ - Orgamento
Orcamento
Beneficios Valor (R$) Valor (US$)
Capital
Material Permanente 0,00 0,00
Custeio
Despesas de Transporte 0,00 0,00
Diérias 0,00 0,00
Material de Consumo 0,00 3.839,00
Servigos de Terceiros 102.400,00 0,00
Reserva Técnica - Beneficios
Complementares 16.000,00 g00
Reserva Técnica - Custo de
Infraestrutura Direta do Projeto 1237547 2,00
Provis&o para Importagcéo 0,00 575,85
TOTAL 135.775,47 4.414,85

Quotas de Bolsa
Modalidade / Categoria Carga Horéaria Durag&o (Meses) Quantidade
Nenhuma quota solicitada.

R$ / US$ - Orgamento - Detalhamento

Material de Consumo - Importado

Origem Exterior

Classificagéo Material de Consumo

Descri¢éo 3 kits de 3x96 ELISA Kit para a dosagem de alfa defensina (HNP 1-3)

Moeda de Origem uss

Valor 3.839,00

Taxa de Cdmbio (US$) 1,0000000

Valor Total 3.839,00

Justificativa Dosar alfa defensina e comparar aos exames atuaimente utilizados para diagnéstico de

infeccéo de proétese.

Servigos de Terceiros - Nacional

Origem Brasil

Quantidade 80

Classificacao Servico de Terceiros

Descri¢éo PET/RESSONANCIA DE JOELHO SEM CONTRASTE

Valor Unitario 1.280,00

Valor Total 102.400,00

Justificativa Utilizagdo de método néo invasivo para auxilio no diagnho6stico de infecgéo de protese.

Reserva Técnica - Beneficios Complementares

Nome Papel Valor Vigéncia
Beneficiados Pesquisador 01/05/2018 a
Marco Kawamura Demange Responsavel 16.000,00 30/04/2020
Moeda R$
Valor Unitéario (anual) 8.000,00
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Data de Referéncia 27/03/2018
Valor do Beneficio Complementar 16.000,00

Reserva Técnica - Custo de Infraestrutura Direta do Projeto
Percentual para Reserva 15,00 %

Técnica (Pais)

Percentual para Reserva 15,00 %

Técnica (Exterior)

Délar FAPESP 3,50
Valor Aumentado 0,00
Valor Diminuido 0,00
Valor da Reserva Técnica 17.375,47
(R$)

Valor da Reserva Técnica 0,00
(USS)

Provisao para Importacéo

Percentual para Provisdo 1500 %
para Importagido

Valor da Proviséo para 575,85
Importacéo (US$)

R$ / USS$ - Outras Fontes

Outras Fontes
Nenhuma outra fonte encontrada.

Documentos

Download de Todos os Documentos

1.1 Documentos Anexados ha Proposta Atual (Proposta Inicial submetida em 07/12/2017)

X - . Data de
Tipo de Documento Etapa Exigida Arquivo Anexacio
Anexo |l - Informagé&o sobre g ANEXO Il termo de
infragstrutura institucional necesséria Anélise outorga.pdf S0M1/2017
Manifestagéo do dirigente da . ’ -
instituicio Anélise manifesto dirigente.pdf 25/09/2017
Orgamentos dos
fornecedores/representantes Anélise kit alfa defensina e PETRM.zip 19/09/2017
autorizados
Parque de equipamentos Anélise infraestrutura3.pdf 31/10/2017
Planos de atividades individuais para
cada bolsa de treinamento técnico e/ou Anélise Né&o se Aplica
participacdo
Projeto de pesquisa (auxilio) Anélise protocoloPETFAPESP.pdf 20/09/2017
; 3 4 finalizag&o projeto
Resultados de auxilios anteriores Anélise Demange pdt 19/09/2017
Sumula curricular de cada um dos Andlise SiFiilaE 7 20/09/2017
pesquisadores associados AP
Strnula curricular do beneficirio Analise 0. ulaCurisular 20/09/2017

Demange.pdf

1.2 Outros Documentos Anexados ha Proposta Atual (Proposta Inicial submetida em 07/12/2017)
Nenhum documento associado.

1.3 Documentos Anexados pela FAPESP na Proposta Atual (Proposta Inicial submetida em 07/12/2017)

Nenhum documento associado.

Arquivo
Convertido
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Observagdes / Manifestagoes

Observacoes

Historico de Eventos

Histérico de Eventos
Descricéao
Assinatura da FAPESP Registrada - Contrato Inicial
Assinatura do Outorgado Registrada - Contrato Inicial
Anélise da Minuta Conclufda - Contrato Inicial
Preparagé@o da Minuta Concluida - Contrato Inicial
Anélise da habilitagdo conclufda com resultado "Habilitado" - Contrato Inicial
Pendéncias de Contratacdo Respondidas

Anélise da habilitagdo concluida com resultado "Com Pendéncia(s)" - Contrato Inicial

Aceite da Concesséo com resultado "Aprovado"

Resultado de Despacho Cientifico Divulgado - Proposta Inicial

Emisséo de Despacho Cientifico Concluida - Proposta Inicial

Preparacéo de Despacho Cientifico Conclufda - Proposta Inicial

Pré-Preparacéo de Despacho Cientffico Concluida - Proposta Inicial

Despacho Cientifico Iniciado - Proposta Inicial

Recomendacéo da Coordenagéo Adjunta Conclufda - Proposta Inicial
Recomendag&o da Coordenagéo de Area/Programa Conclufda - Proposta Inicial
Parecer de Assessor ad-hoc Emitido - Proposta Inicial

Solicitacdo enviada a Assessor ad-hoc para emisséo de parecer - Proposta Inicial
Indicagéo de Assessor ad-hoc Conclufda - Proposta Inicial

Habilitag&o Iniciada - Proposta Inicial

Submissdo da Salicitagado - Proposta Inicial
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Data

09/05/2018
09/05/2018
26/04/2018
09/04/2018
09/04/2018
06/04/2018
05/04/2018
27/03/2018
27/03/2018
27/03/2018
26/03/2018
22/03/2018
22/03/2018
22/03/2018
12/03/2018
21/02/2018
22/01/2018
22/01/2018
1312/2017
07/12/2017
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Medicina

FICHA DO ALUNO

5140 - 2930738/1 - Rodrigo Calil Teles Abdo

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

Graduagao:

Curso:

Programa:

Data de Matricula:

Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Depésito:

Orientador:

Orientador:
Proficiéncia em Linguas:

Trancamento(s):

Data de Aprovagédo no Exame de
Qualificagéo:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagao da
Banca:

Data de Aprovagdo da Banca:
Data Maxima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Histérico de Ocorréncias:

rodrigoabdo@usp.br
26/02/1978

RG - 21.334.616-3 - SP
Estado de Sao Paulo
Brasileira

Médico - Faculdade de Medicina - Universidade de S&o Paulo - Sdo Paulo - Brasil -
2003

Doutorado Direto

Ciéncias do Sistema Musculoesquelético
14/09/2017

14/09/2017

09/09/2022

Prof(a). Dr(a). Marco Kawamura Demange - 14/09/2017 até 07/02/2018. Email:
demange@usp.br
Prof(a). Dr(a). José Ricardo Pécora - 08/02/2018 até o presente. Email:

Inglés, 14/09/2017

360 dias
Periodo de 08/01/2020 até 05/07/2020
Periodo de 11/07/2019 até 06/01/2020

Aprovado em 15/10/2020

Primeira Matricula em 14/09/2017
Trancado em 11/07/2019

Trancado em 08/01/2020

Mudanca de Nivel/Curso em 13/08/2020

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagao USP (Resolugéo n® 7493 em vigor a partir de 29/03/2018).
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FICHA DO ALUNO
5140 - 2930738/1 - Rodrigo Calil Teles Abdo
o - . Pré-
METR - Sep f s WeloodoareiGaraaly  ponanis  WieERIs 25 0 - - N maticua
q indeferida
MPT5776- Introducéo a Inteligéncia Artificial em
33 Biomeddna 14/03/2018  26/06/2018 75 5 100 A N Concluida
MPTET40- Telemedicina 13/04/2018 07/06/2018 120 8 9 A N Conduida
MOT5742- Aplicacéo da Metodologia Cientifica na "
Pesquica:do Aparelho Locomotor 03/08/2018  15/11/2018 120 8 [£7) A N Concluida
MOT5744- Ciéncia do Sistema MUsculo-Esquelético
175 Bacsada em EVIdencias 20/03/2021  20/06/2021 120 8 100 A N Concluida

Disciplinas: 15 24 29
Estagios:
Total: 15 24 29

Créditos Atribuidos a Tese: 176

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.
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Apéndice A — Manual do kit ELISA da alfa-defensina (HNP 1-3) da empresa
Hycult Biotech® (Uden, Holanda)

: Hycult
\K ybiotech

HK317

HUMAN HNP1-3

ELISAKIT

PRODUCT INFORMATION & MANUAL
Read carefully prior to starting procedures!

ATTENTION
For use in laboratory research only
Not for dinical or diagnostic use

www.hycultbiotech.com Edition 06-14
info@hycultbiotech.com HK317
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Note that this user protocol is not lot-specific and is representative for the cumrent
specifications of this product. Please consult the vial label and the Certificate of Analysis for
information on specific lots. Also note that shipping conditions may differ from storage
conditions.

For research use only. Not for use in or on humans or animals or for diagnostics. It is the
responsibility of the user to comply with all local/state and federal rules in the use of this
product. Hycult Biotech is not responsible for any patent infringements that might result from
the use or derivation of this product.
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1. INTENDED USE

The human HNP1-3 (Neutrophil Defensins) ELISA kit is to be used for the in vifro quantitative
determination of human HNP1-3 in plasma and cell culture supematant samples. This kit is
intended for laboratory research use only and is not for use in diagnostic or therapeutic
procedures.

The analysis should be performed by trained laboratory professionals.

2. INTRODUCTION

Human neutrophil defensins (alpha-defensins, HNP1-3) belong to the family of cationic
trisulfide-containing microbicidal peptides. Besides microbicidal, the peptides exert
chemotactic, immunomodulating and cytotoxic activity and participate in host defense and
inflammation. Azurophilic granules of neutrophils contain human Neutrophil Peptide (HNP)-1-
4 which are highly homologous. The three principal human defensins, HNP1-3, are unique to
neutrophils and account for about 29 percent of the total defensin content of these cells.
Measured amount of defensins is 3-5 mg per million human neutrophils.

Activation of neutrophils leads to rapid release of defensins. Thus, only one c=ll type,
neutrophils, may be the source of HNP1-3 measured in plasma and other body fluids during
infection and inflammation. In nomal plasma low levels of HNP1-3 are present ranging from
undetectable level to 50-100 ng/ml, while in septic conditions the levels of HNP1-3 might be
elevated to 10 mg/ml and even more. Activation of neutrophils in blood as occurs during
clotting, as well as long storage of anticoagulated blood leads to a release of HNP, thus
careful plasma sampling is important for possible detection of HNP. Defensins are relatively
resistant to proteolysis, low pH and boiling, but have a tendency to bind to a variety of
materials, including plastic and proteins.

3. KIT FEATURES

=  Working time of 3% hours.
=  Minimum concentration which can be measured is 156 pg/ml.
=  Measurable concentration range of 156 to 10,000 pg/ml.
=  Working volume of 100 pl/well.
Cross-reactivity
Potential cross-reacting proteins detected in the human HNP1-3 ELISA:
Cross reactant Reactivity
Bovine No
Dog No
Goat No
Horse No
Mouse No
Rabbn No
Rat No
Rhesus monkey Srong
PR No
_Sheep No

Tadle 1
Cross-reactivity for other species or proteins/peptides has not been testad.
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4. PROTOCOL OVERVIEW
Y Microtiter wells coated with antibody M
-
@ [ Diuted stancar/ samples 100t | M'
80 min 20-25°C
Wash 4x

}
P Biotinylated tracer antibody 100 pi ‘i’

¥ 80 min 20-25°C
Wash 4x

)
ﬁ Streptavidin-peroxdase conjugate 100 pl
¥ 80 min 20-25°C
Wash 4x SN
}

o I TMB solution 100 pll
¥ 30 min 20-25°C

Stop solution 100 pi
v

Measurement at 450 nm

The human HNP1-3 ELISA is a ready-to-use solid-phase enzyme-linked
immunosorbent assay based on the sandwich principle with a working time of 3%
hours.
The efficient format of a plate with twelve disposable 8-well strips allows free choice of
batch size for the assay.
Samples and standards are incubated in micro titer wells coated with antibodies
recognizing human HNP1-3.
Biotinylated tracer antibody will bind to captured human HNP1-3.
Streptavidin-peroxidase conjugate will bind to the biotinylated tracer antibody.
Streptavidin-peroxidase conjugate will react with the substrate, tetramethylbenzidine
(TMB).
The enzyme reaction is stopped by the addition of oxalic acid.
The absorbance at 450 nm is measured with a spectrophotometer. A standard curve is
obtained by plotting the absorbance (linear) versus the corresponding concentrations of
the human HNP1-3 standards (log).
The human HNP1-3 concentration of samples, which are run concurrently with the
standards, can be determined from the standard curve.
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5. KIT COMPONENTS AND STORAGE INSTRUCTIONS
Kit component Cat. # Quantity Quantity Color code
HK317-01 HK317-02

Wash buffer 40x WwB01 1 vial (30 mi) 1 vl (30 mi) Coloriess
Dilution buffer 10x DBeo 1 vial (20 mi) 1 vial (20 mi) Green
Sample diution buffer 10x PD55 1 vial (15 mi) 1 val (15 mi) Green
Standard 2 wials, lyophilized 4 vals, lyophilized White
Tracer, biotnyiated 1 wial. 1 ml lyophilized 2 vals, 1 mi lyophiized White
Streptavidin-peroxidase 100x CONO3 1 tube, 0.25 ml in solution 1 tube, 0.25 ml in soluton  Brown
TMB substrate TMB050/ TMB100 1 wial (11 mi) 1 val (22 mi) Brown
Stop solution STOP110 1 vial (2 mi) 1val (2 mi) Red
12 Microtiter strips, pre-coated 1 plate 2 plates
Certificate of Analysis 1 1
Manual 1 1
Data collection sheet 2 2

Table 2

Upon receipt, store individual compeonents at 2 - 8°C. Do not freeze.

Do not use components beyond the expiration date printed on the kit label.

The standard and tracer in lyophilized form and the streptavidin-peroxidase in
concentrated solution are stable until the expiration date indicated on the kit label, if
stored at 2 - 8°C.

The exact amount of the standard is indicated on the label of the vial and the Certificate
of Analysis.

The standard is single use. After reconstitution the standard cannot be stored.

Once reconstituted the tracer is stable for 1 month if stored at 2 - 8°C.

The streptavidin-peroxidase can only be stored in concentrated solution and is not
stable when stored diluted.

Upon receipt, foil pouch around the plate should be vacuum-sealed and unpunctured.
Any irregularities to aforementioned conditions may influence plate performance in the
assay.

Retum unused strips immediately to the foil pouch containing the desiccant pack and
reseal along the entire edge of the zip-seal. Quality guaranteed for 1 month if stored at 2
-8°C.

Materials required but not provided

Calibrated micropipettes and disposable tips.

Distilled or de-ionized water.

Plate washer: automatic or manual.

Polypropyiene tubes.

Calibrated ELISA plate reader capable of measuring absorbance at 450 nm.
Adhesive covers can be ordered separately. Please contact your local distributor.
Centrifuge for 1 ml tubes.
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WARNINGS AND PRECAUTIONS

For research use only, not for diagnostic or therapeutic use.

This kit should only be used by qualified laboratory staff.

Do not add under any circumstances sodium azide as preservative to any of the
components.

Do not use kit components beyond the expiration date.

Do not mix reagents from different kits and lots. The reagents have been standardized
as a unit for a given lot. Use only the reagents supplied by manufacturer.

The assay has been optimized for the indicated standard range. Do not change the
standard range.

Open vials carefully: vials are under vacuum.

It is advised to spin down streptavidin-peroxidase tubes before use.

Do not ingest any of the kit components.

Kit reagents contain 2-chloroacetamide as a preservative. 2-Chloroacetamide is harmful
in contact with skin and toxic if swallowed. In case of accident or if you feel unwell, seek
medical advise immediately.

The TMB substrate is light sensitive, keep away from bright light. The solution should be
colorless until use.

The stop solution contains 2% oxalic acid and can cause irritation or burns to respiratory
system, skin and eyes. Direct contact with skin and eyes should be strictly avoided. If
contact occurs, rinse immediately with plenty of water and seek medical advise.
Incubation times, incubation temperature and pipetting volumes other than those
specified may give erroneous results.

Do not reuse micro wells or pour reagents back into their bottles once dispensed.
Handle all biological samples as potentially hazardous and capable of transmitting
diseases.

Hemolyzed, hyperlipemic, heat-treated or contaminated samples may give erroneous
results.

Use polypropylene tubes for preparation of standard and samples. Do not use
polystyrene tubes or sample plates.
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7. SAMPLE PREPARATION

Collection and handling

Plasma

Please be aware that human HNP1-3 is released from neutrophils into serum in the process
of blood coagulation. This will lead to false positive results. It is therefore advised to use
‘careful plasma’, which can be obtained as follows.

Keep freshly collected blood on ice. Within 20 minutes after blood sampling, separate plasma
by centrifugation: 1500xg at 4°C for 15 min. Remove plasma and transfer to fresh
polypropylene tube. Be careful to not disturb white cells in the buffy coat Recentrifuge the
transferred plasma in order to avoid every contamination with white blood cells (1500xg at
4°C for 15 min).

Note that most reliable results are obtained with heparin or EDTA plasma.

Storage

Store samples below -20°C, preferably at -70°C in polypropylene tubes. Storage at -20°C
can affect recovery of human HNP1-3. Use samples within 24 hours after thawing. Avoid
multiple freeze-thaw cycles which may cause loss of human HNP1-3 activity and give
erroneous results.

Do not use hemolyzed, hyperlipemic, heat-treated or contaminated samples.

Before performing the assay, samples should be brought to room temperature (18 - 25°C)
and mixed gently. Prepare all samples (controls and test samples) prior to starting the assay
procedure. Avoid foaming.

Dilution procedures

HNP1-3 are highly absorbing to Ig, other proteins and plastics. Samples can only be
measured accurately if diluted with supplied sample dilution buffer.

Plasma samples

Human HNP1-3 can be measured accurately if plasma samples are diluted at least 20x with
supplied sample dilution buffer in polypropylene tubes.

Rhesus monkey plasma samples need to be diluted at least 4x for accurate measurement.
Note that most reliable results are obtained with heparin or EDTA plasma.

Remark regarding recommended sample dilution

The mentioned dilution for samples is a minimum dilution and should be used as a guideline.
The recovery of human HNP1-3 from an undiluted sample is not 100% and may vary from
sample to sample. When testing less diluted samples it is advisable to run recovery
experiments to determine the influence of the matrix on the detection of human HNP1-3.

Do not use polystyrene tubes or sample plates for preparation or dilution of the samples.

Guideline for dilution of samples
Please see the table on the next page for recommended sample dilutions. Volumes are
based on a total volume of at least 230 pl of diluted sample, which is sufficient for one

sample in duplicate in the ELISA. For dilution of samples we recommend to use at least 10 pl
of sample.
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Dilution Pre-dilution Amount of sample or m of Sample

pre-dilution required required
1. 10x Not necessary 25 pl (sample) 225 ul
7L 20x Not necessary 15 pl (sample) 285 pl
3. S0x Not necessary 10 pl (sample) 400 ul
4. 100x Not necessary 10 ul (sample) 900
3. S00x Recommended: 10x (see nr.1) 10 pl (pre-dilution) 400 pl
6. 1000x Recommended: 10x (see nr.1) 10 pl (pre-dilution) 900 i
7. 2000x Recommended: 20x (see nr.2) 10 pl (pre-dilution) 990 pl
8. 5000x Recommended: 50x (see nr.3) 10 pl (pre-dilution) 200 ul

Table 2

8. REAGENT PREPARATION

Allow all the reagents to equilibrate to room temperature (20 — 25°C) prior to use. Return to
proper storage conditions immediately after use.

Wash buffer

Prepare wash buffer by mixing 30 ml of 40x wash buffer with 1170 ml of distilled or de-
ionized water, which is sufficient for 2 x 96 tests. In case less volume is required, prepare the
desired volume of wash buffer by diluting 1 part of the 40x wash buffer with 39 parts of
distilled or de-ionized water.

Dilution buffer

Prepare dilution buffer by mixing 20 ml of the 10x dilution buffer with 180 ml of distilled or de-
ionized water, which is sufficient for 2 x 96 tests. In case less volume is required, prepare the
desired volume of dilution buffer by diluting 1 part of the 10x dilution buffer with 9 parts of
distilled or de-ionized water. Concentrated dilution buffer may contain crystals. In case the
crystals do not disappear at room temperature within 1 hour, concentrated dilution buffer can
be warmed up to 37°C. Do not shake the solution.

Sample dilution buffer

Prepare sample dilution buffer by mixing 15 ml of the 10x sample dilution buffer with 135 ml
of prepared dilution buffer, which is sufficient for 2 x 96 tests. In case less volume is required,
prepare the desired volume of sample dilution buffer by diluting 1 part of the 10x plasma
dilution buffer with 9 parts of dilution buffer.

Standard solution

The standard is reconstituted by pipetting the amount of sample dilution buffer mentioned on
the CoA in the standard vial. Use the standard vial as Tube 1 in Figure 1. Prepare each
HNP1-3 standard in polypropylene tubes by serial dilution of the reconstituted standard with
Sample dilution buffer as shown in Figure 1*. After reconstitution the standard cannot be
stored for repeated use.
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225§l Tube 1 225p1 Tube 2 22541 Tube 3 22541 Tube 4 22541 Tube 5 225ul Tube 6
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] | 225m 225 pl 2254l 225l 225u | | 225 225l

ee Vo,

Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tube 4 Tube 5 Tube 6 Tube 7 Tube 8

10000 5000 2500 1250 625 313 156 0 pg/ml
Figure 1

*) CoA: Certificate of Analysis, Rec. St: Reconstituted Standard, Sdb: Sample Dilution buffer
Tracer solution

The tracer is reconstituted by pipetting 1 ml distilled or de-ionized water. Dilute the
reconstituted 1 ml tracer with 11 ml dilution buffer, which is sufficient for 1 x 96 tests. In case
less volume is required, prepare the desired volume of tracer by diluting 1 part of the
reconstituted tracer with 11 parts of dilution buffer.

Streptavidin-peroxidase solution

It is advised to spin down streptavidin-peroxidase tubes before use. Prepare the streptavidin-
peroxidase solution by mixing 0.25 ml of the 100x streptavidin-peroxidase solution with
24.75 ml dilution buffer, which is sufficient for 2 x 96 tests. In case less volume is required,
prepare the desired volume of streptavidin-peroxidase solution by diluting 1 part of the 100x
streptavidin-peroxidase solution with 99 parts of dilution buffer.
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9.  ELISAPROTOCOL

Bring all reagents to room temperature (20 - 25°C) before use.

1. Determine the number of test wells required, put the necessary micro well strips into the
supplied frame, and fill out the data collection sheet. Retum the unused strips to the
storage bag with desiccant, seal and store at 2 - 8°C.

Transfer 100 ul in duplicate of standard, samples, or controls into appropriate wells. Do

not touch the side or bottom of the wells.

Cover the tray and tap the tray to eliminate any air bubbles. Be careful not to splash

liquid onto the cover.

Incubate the strips or plate for 1 hour at room temperature.

Wash the plates 4 times with wash buffer using a plate washer or as follows*:

a. Carefully remove the plate sealer, avoid splashing.

b. Empty the plate by inverting plate and shaking contents out over the sink, keep
inverted and tap dry on a thick layer of tissues.

c. Add 200 pl of wash buffer to each well, wait 20 seconds, empty the plate as
described in 5h.

d. Repeat the washing procedure 5h/5c three times.

e. Empty the plate and gently tap on thick layer of tissues.

Add 100 yl of diluted tracer to each well using the same pipetting order as applied in

step 2. Do not touch the side or bottom of the wells.

Cover the tray and incubate the tray for 1 hour at room temperature.

Repeat the wash procedure described in step 5.

Add 100 pl of diluted streptavidin-peroxidase to each well, using the same pipetting

order as applied in step 2. Do not touch the side or bottom of the wells.

10. Cover the tray and incubate the tray for 1 hour at room temperature.

11. Repeat the wash procedure described in step 5.

12. Add 100 pl of TMB substrate to each well, using the same pipetting order as applied in
step 2. Do not touch the side or bottom of the wells.

13. Cover the tray and incubate the tray for 30 minutes at room temperature. It is advised to
control the reaction on the plate regularly. In case of strong development the TMB
reaction can be stopped sooner. Avoid exposing the micro well strips to direct sunlight.
Covering the plate with aluminium foil is recommended.

14. Stop the reaction by adding 100 pl of stop solution with the same sequence and timing
as used in step 12. Mix solutions in the wells thoroughly by gently swirling the plate.
Gently tap the tray to eliminate any air bubbles trapped in the wells.

15. Read the plate within 30 minutes after addition of stop solution at 450 nm using a plate
reader, following the instructions provided by the instrument’s manufacturer.

o W N

©WoeN o

*) In case plate washer is used, please note: use of a plate washer can result in higher background and
decrease in sensitivity. We advise validation of the plate washer with the manual procadure.
Make sure the plate washer is used as specified for the manual method.
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10. INTERPRETATION OF RESULTS

= Calculate the mean absorbance for each set of duplicate standards, control and
samples.

*  |f individual absorbance values differ by more than 15% from the comesponding mean
value, the result is considered suspect and the sample should be retested.
The mean absorbance of the zero standard should be less than 0.3.
Create a standard curve using computer software capable of generating a good curve
fit. The mean absorbance for each standard concentration is plotted on the vertical ()
axis versus the corresponding concentration on the horizontal (X) axis (logarithmic
scale).

®=  |f samples have been diluted, the concentration read from the standard curve must be
multiplied by the dilution factor.

= Samples that give a mean absorbance above the absorbance for the highest standard
concentration are out of range of the assay. These samples should be retested at a
higher dilution.

11.  TECHNICAL HINTS

®=  User should be trained and familiar with ELISA assays and test procedure.

* |f you are not familiar with the ELISA technique it is recommended tc perform a pilot
assay prior to evaluation of your samples. Perform the assay with a standard curve only
following the instructions.

=  Improper or insufficient washing at any stage of the procedure will result in either false
positive or false negative results. Completely empty wells before dispensing wash
buffer, fill with wash buffer as indicated for each cycle and do not allow wells to sit
uncovered or dry for extended periods.

* Since exact conditions may vary from assay to assay, a standard curve must be
established for every run. Samples should be referred to the standard curve prepared on
the same plate.

* Do not mix reagents from different batches, or other reagents and strips. Remainders
should not be mixed with contents of freshly opened vials.

= Each time the kit is used, fresh dilutions of standard, sample, tracer, streptavidin-
peroxidase and buffers should be made.

= Caps and vials are not interchangeable. Caps should be replaced on the comesponding
vials.

* To avoid cross-contaminations, change pipette tips between reagent additions of each
standard, between sample additions, and between reagent additions. Also, use separate
reservoirs for each reagent.

*  The waste disposal should be performed according to your laboratory regulations.

Technical support

Do not hesitate to contact our technical support team at support@hycultbiotech.com for
inquiries and technical support regarding the human HNP1-3 ELISA.

Hycult Biotech, Frontstraat 2a, 5405 PB Uden, the Netherlands
T: +31 (0)413 251 335, F: +31 (0)413 248 353
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12. QUALITY CONTROL

The Certificate of Analysis included in this kit is lot specific and is to be used to verify results
obtained by your laboratory. The absorption values provided on the Certificate of Analysis
are to be used as a guideline only. The results obtained by your laboratory may differ.

This assay is designed to eliminate interference by soluble receptors, binding proteins, and
other factors present in biclogical samples. Until all factors have been tested in the Hycult
Biotech immunoassay, the possibility of interference cannot be excluded.

For optimal performance of this kit, it is advised to work according to good laboratory
practice.

13. TROUBLESHOOTING

Warmranty claims and complaints in respect of deficiencies must be logged before expiry date
of the product. A written complaint containing lot number of the product and expernmental
data shall be sent to support@hycultbiotech.com.

Suggestions summarized below in Table 3 can be used as guideline in case of unexpected
assay results.

Low High Poor All wells Al wells Possible causs
absorbance absorbance duplicatss  positve
. . . . Kit materials or reagents are contaminated of
expired
Incomect reagents usad
. . Lyophilzed nreagents are not  propedy
reconstituted
. . . . Incomrect diutions or pipetting emors
. Improper  plastics used for preparation of
standard andior samples
. . Improper Incubation tmes of temperature
. Espacidly In case of 37°C Incub3tion: pites are
nat Incubated uniformly
. Ass3y paformed before reagents were 3dapted
to room 2mperaturs
. . . . . Procadure not followed comecty
. Omisslon of 3 reagent or 3 step
. Poor mixing of sampies
. . Low purty of water
. . Strips were kept dry %or too long durihg'afer
washing
. . IneMcient washing
. Cross-contamindion from other sampies of
pasitive control
. . TME soiution Is not ciear or coloness
. . Wrong filter In the micro ther reader
. Alr bubdies
. Impracise s2aling of the piate after use
Wrong storage conditions
Lamp In micropiate reader Is not funcioning
ootimdly

Table 4
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