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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

Ten years after inauguration of the molecular methods into the orthopaedic practice for diagnosing Prosthetic Joint Infec-
tion (PJI), this approach is still in the limelight of research and discussion. The aim of the current study was to determine
the diagnostic power of our Polymerase Chain Reaction (PCR) protocol for preoperative detection of bacterial nucleic acid
in the synovial joint fluid.

MATERIAL AND METHODS

Synovial fluids obtained from thirty-five septic hip or knee arthroplasties and sixty-six aseptic controls were investigated
by the conventional PCR technique. Two subgroups were established with regard to antibiotic administration before sam-
ple collection; with (n=13) and without (n=22) previous antibiotic exposition, respectively. All the surgeries were performed
under the identical conditions with strictly established and fulfilled inclusion criteria. The study design applied was a pro-
spective cohort trial. Primers targeting phylogenetically conserved regions of the bacterial gene were used to detect the
bacterial 16SrRNA gene in the retrieved samples. If this was positive, a restriction endonuclease treatment of the amplifi-
ed DNA was performed to reveal the PJI pathogen. Current guidelines were used to evaluate the test performance, inclu-
ding the confidence intervals. The concordance between the culture and PCR identification of PJI pathogens was estima-
ted providing both of the relevant data were available.

RESULTS

A qualitative analysis showed the following figures in the subgroup without previous antibiotic exposition: sensitivity (0.64),
specificity (0.97), accuracy (0.89), positive predictive value (0.88), negative predictive value (0.89), likelihood ratio for posi-
tive result (21.0), and likelihood ratio for negative result (0.38). In the second subgroup the corresponding figures were as
follows: 0.85, 0.97, 0.95, 0.85, 0.97, 27.9, and 0.16. The rate of concordance between the microbial and PCR findings was
almost identical in both of the subgroups.

DISCUSSION

There were large discrepancies in sensitivity and positive predictive values found in the published results. The earlier
studies have had various methodological weaknesses, including a lack of strictly formulated inclusion criteria and control
groups. In addition, there are differences among research centers in PCR laboratory procedures and specimen retrieval
tactics which may potentially have an impact on PCR results. Low sensitivity and high specificity of our PCR technique may
be explained by both the intrinsic (DNA extraction protocol, configuration of inner controls, choice of detection threshold,
etc.) and extrinsic factors (in particular intra-operative retrieval of specimens). A hypothesis on the inadequacy of PCR tech-
niques for PJI detection still remains to be excluded.

CONCLUSION

Based on the current study, the positive results of our PCR technique may be perceived as a mild criterion from the point
of power for PJI diagnosis support. However, its clinical utility should be significantly increased in cases with higher pre-
test probability of PJI, but negative cultures.

Key words: prosthetic joint infection, deep sepsis, PCR, 16S rDNA gene, diagnostics, total joint replacement.



085_091_Gallo

11.4.2006 8:35 Strénka 86

—9—

ACTA CHIRURGIAE ORTHOPAEDICAE
ET TRAUMATOLOGIAE CECHOSL., 73, 2006

86/

uvoD

Infekce kloubni ndhrady (déale PPI — periproteticka
infekce) zGstava pres veskeré pokroky v prevenci a tera-
pii obavanou ,vadou na krise* endoprotetiky (12).
Obvykle je definovéna jako replikace bakterii na povr-
chu implantatu nebo v jeho okoli, ktera vede k posko-
zovani tkani hostitele s lokalni ¢i celkovou reakci orga-
nismu (5). Prevalence této komplikace se na Spickovych
pracovistich pohybuje pod trovni 1 %, Casté&ji vSak dosa-
huje vysSich hodnot (20). Z hlediska ,,snadnosti* dia-
gndzy jsou rozliSovany infekce klinicky jednoznacné
a skryté, které je nutno vice ¢i méné sloZzité¢ dokazovat
(4). Podle naSich zkuSenosti 1ze za pomoci standardnich
nastrojil stanovit davéryhodnou diagnézu PPI u vice nez
2/3 ptipadd. Priblizn€ jedna tietina diagn6z ziistava neji-
std a miZe byt pfedmétem sporu, protoZe chybi vysled-
kova shoda. Existuji i pfipady, které jsou povaZzovany za
aseptické, prestoZe jsou ve skutecnosti septické (24).

Prvnim dkolem ortopeda je potvrzeni nebo vylouce-
ni infekce jako pfiCiny selhdvani endoprotézy. K tomu
tcelu bylo navrZeno né€kolik algoritmu a testovdna fada
metod (11, 12). AvSak kromé nalezu hnisu v kloubu nebo
pistéle komunikujici s kloubem neexistuje Zadny jiny
test, ktery by dokazal podeprit diagnézu PPI jedno-
znaéné. Spise Ize konstatovat, Ze pozitivni vysledky kli-
nického vySetfeni a laboratornich ¢i zobrazovacich
metod podporuji diagné6zu PPI nebo naopak. Pritom
dasledkem pozitivni interpretace je indikace dvojdobé-
ho vykonu (8), zatimco negativni zavér umoziuje pro-
vedeni revize v jedné dobé€ ¢i dokonce jiny méné razant-
ni postup. Druhym zivaznym ukolem predoperacni
diagnostiky je identifikace pivodce infekce. Zde je nut-
né se spoléhat na rutinni provoz mikrobiologické labo-
ratofe a kultivacni prikaz. Podle literatury (2) vSak miize
byt predoperacni mikrobiologické vySetfeni punktatu
faleSné negativni u vice nez 50 % skutecné infekénich
vzorkd, coZ zfejmé souvisi s ,,biofilmovou* podstatou
PPL

S tspéchy molekuldrné biologickych postupti v jinych
oborech mediciny se objevila nadéje, Ze by tyto mohly
prispét k prekonéni vysSe naznalenych slabin pfedope-
racni diagnostiky PPI a prospét tak pacientim s endo-
protézou (16, 22). Molekularni metodiky (v textu dale
pouze PCR — Polymerase Chain Reaction) jsou zaloZe-
né na extrakci, amplifikaci a nasledné detekci konzer-
vativnich nebo variabilnich tsekt bakterialni DNA (5).
Jde o ¢asové nendrocné (fadové nékolik hodin), vysoce
efektivni (postacuje 1 ml vzorku) a velmi citlivé postu-
py, které nevyzaduji robustni laboratorni zazemi. Jako
prvni se pokusili o PCR diagnostiku infekci kloubnich
nahrad Mariani a spol. (14), ktefi vypracovali metodiku
a provedli prvni klinickou studii u ndhrad kolenniho
kloubu (15). M¢li vSak znacné mnoZstvi falesné pozi-
tivnich nélezt (specificita 49 %). Nésledné pokusy o sni-
Zeni Cetnosti faleSné pozitivnich vysledkd kompromito-
valy senzitivitu metody (5). Prehlédnout a porovnat
stavajici literaturu je velmi obtizné, a to nejen kvili
metodologické nejednotnosti (rozdilné laboratorni
postupy, design studie, definice PPI), nybrZ i pro publi-
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kacni styl, nedovolujici v fadé pripadt ani vypocet stan-
dardnich charakteristik metody (5). Teoreticky nelze
vyloucit ani to, Ze pro oblast PPI nemusi byt PCR pii-
stup vhodny.

Prvni price souvisejici s PCR detekci bakteridlni
DNA v kloubnim vypotku byly na naSich pracovistich
(Ortopedicka klinika, Ustav imunologie, pozd&ji Ustav
mikrobiologie) zahdjeny béhem roku 2001. Cilem pted-
kladané studie je stanovit zdkladni charakteristiky modi-
fikované PCR techniky pro tucely predoperacni dia-
gnostiky PPIL.

MATERIAL A METODIKA

V obdobi od zari 2003 do kvétna 2005 bylo ziskdno
za standardizovanych podminek celkem 101 vzorka
kloubniho vypotku od pacientd reoperovanych na Orto-
pedické klinice (tab. 1). Odbér byl provadén sterilni
punkéni jehlou a stfikackou na aseptickém sale po obna-
Zeni kloubniho pouzdra. Aspirovana tekutina byla poté
oznacena a transportovdna v pivodni stfikacce na pra-
covisté provadéjici PCR analyzu (Ustav imunologie,
Ustav mikrobiologie). Celkem 35 pripadd (35/101,
34,7 %) bylo vedeno jako infekcni selhani totdlni endo-
protézy (TEP) kycelniho nebo kolenniho kloubu. Do této
skupiny byli zafazeni pacienti, u nichZ byla splnéna kri-
téria definujici PPI (tab. 2). Tento soubor byl jesté roz-
délen podle toho, jestli pacient pfed operaci dostdval
antibiotika (amoxicilin/kyselina klavulanovd, cefuro-
xim, klindamycin, ciprofloxacin, oxacilin) ¢i nikoli. Prii-
mérnd délka podavani antibiotik pfed odbérem vzorkl
na PCR vySetfeni byla21 dnti (2-79, SD 22, medidn=15).
Kontrolni soubor (tab. 1) byl vymezen tak, Ze jedno-
znané nespliioval parametry septického selhavani
(tab. 2) a minimalni délka sledovani od revize byla
u téchto pacienti 15 mésict. Prehled provedenych dia-
gnostickych vysetfeni je uveden v tabulce 3.

Tab. 1. Prehled zdkladnich charakteristik porovndvanych
soubori. PPI = periprotetickd infekce, ATB = antibiotikum,
ASU = aseptické uvolnéni, PPOL = periprotetickd osteolyza,
Me = medidn, SD = smérodatnd odchylka.

Znak Kontrola PPI bez ATB PPI s ATB
(N=66) (N=22) (N=13)

Pohlavi (M/Z) 25/41 715 3/10

Oblast

(Ky&el /Koleno) 52/14 715 4/9

Veék v dobé

revize (roky) Me 62 (35-80,SD 10,9) | 66 (38-74,SD 9,7) | 69 (38-77, SD 12,4)

Doba predchozi 86
operace-revize |88 (12-240, SD 39,5)( 33 (3,7-104, SD 32,7) 06153 ’SD 8.1
(mésice) Me ’ ’ ’
Diivod k revizi |ASU - 25x (38%)
PPOL - 38x (58%)
Jiny divod - 3x (5%)

Septické selhani Septické selhni

Typ infekce Akutni - 3x (14%) Akutni - 6x (46%)
Hematogen. - 6x (27%) | Hematog. — 1x ( 8%)
Chronickd — 12x (55%)| Chron. — 4x (31%)
Recidivujici - 1x ( 5%)| Recidiv. - 2x (15%)

18x prvni revize 11x prvni revize

Poradi revize 63x prvni revize
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Tab. 2. Kritéria pouZitd v této studii k urceni periprotetické
infekce (PPI). K zarazeni mezi PPI byla nutnd pritomnost jed-
noho ze silnych znakii, obou standardnich znakii nebo sou-
Casny vyskyt 1 standardniho a alespoit 2 slabych znakii. FW
= sedimentace, CRP = C-reaktivni protein.

Znaky Popis

Silné Hnis v kloubu, pistél komunikujici s kloubem
Standardni | Pozitivni kultivace, pozitivni histologicky nélez
Slabé Pozitivni anamnéza a klinické vySetieni,

FW>30 mm/hod, CRP > nez 1,5 nasobek normy,
pozitivni scintigraficky obraz pfi vySetieni
znacenymi leukocyty

Tab. 3. Prehled ostatnich vySetieni provddénych v rdmci stu-
die s cilem podporit nebo vyloucit infekci kloubni ndhrady.
PPI = periprotetickd infekce, ATB = antibiotikum, FW = sedi-
mentace, CRP = C-reaktivni protein, Me = medidn, SD = smé-
rodatnd odchylka.

Znak Kontrola (N=66) |PPI bez ATB (N=22) | PPI s ATB (N=13)

Kultivace Pozitivni — 3x Pozitivni — 21x Pozitivni — 11x
Negativni — 63x | Negativni — Ix Negativni — 2x

Histologie Pozitivni — 1x Pozitivni — 16x Pozitivni — 11x
Negativni — 62x |  Negativni — 5x Negativni — 2x
Nedéldna — 3x Nedéldna — 1x

Hodnoceni Pozitivni — 2x Pozitivni — 22x Pozitivni — 22x

operatéra Negativni — 64x

FW (mm/hod) (18 (2-78, SD 14,0)| 64 (6-180, SD 39,1) |88 (24-170, SD 44,6)

Me

CRP (primér)| V normé —59x (147 (9-519, SD 162,4){102 (7-307, SD 89.4)

Zvysené - 7x Me =613 Me = 64,3

Scintigrafie Pozitivni - 11x Pozitivni - 7x

znacenymi Negativni — 1x Nedélano - 6x

leukocyty Nedéléno — 10x

PCR vysSetieni

Extrakce DNA ze vzorku klinického materidlu byla
provadéna za pomoci komercéniho kitu QIAmp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen, Némecko). DNA byla izolo-
vana z 500 pl vzorku a eluovana do 50 pl elué¢niho pufru.
S vySetfovanym vzorkem byl zaroven zpracovavan pozi-
tivni a negativni vzorek kloubniho vypotku slouZici jako
pozitivni a negativni izola¢ni kontrola.

Detekce pritomnosti bakterialni DNA ve vzorku byla
zaloZena na PCR amplifikaci z primert komplementér-
nich k fylogeneticky konzervativnim udsekiim genu
kodujictho 16S rRNA (16S rDNA gen) — univerzalni
detekce bakterii.

PCR reakce o objemu 50l obsahovala 25 pmol kaz-
dého primeru (forward primer RWO1: 5" aac tgg agg aag
gtg ggg at 3'; reverse primer DG74: 5’ tgc ggt tgg atc
acc tcc t 3”), 1 X HotStart Tag Master Mix (Qiagen,
Némecko), 0,7 mM MgCl,, 100 mM dUTP (Roche Dia-
gnostics, Némecko) a 8-methoxypsoralen (Sigma, USA)
v konecné koncentraci 25 wg/ml. Po smichani jednotli-
vych ingredienci byla PCR smés inkubovana 30 minut
pfi 4 °C a nasledné 6 minut dekontaminovana UV (265
nm) iradiaci. Po dekontaminaci byl do PCR ptidan PCR
MIMIC interni standard (21) a 5 pl vzorku. PCR reak-
ce byla provadéna v termocykleru PTC-200 (MJ Rese-
arch, USA) za nasledujicich amplifika¢nich podminek:

PUVODNI PRACE
ORIGINAL PAPER

.....

45 amplifika¢nich cykli sklddajicich se z denaturace pfi
96 °C 10 sekund, annealing pfi 58 °C 10 sekund a exten-
ze pii 72 °C 30 sekund. Amplifika¢ni program byl ukon-
¢en finalni extenzi 2 minuty pii 72 °C.

Vysledné amplifika¢ni produkty byly separoviny na
2% agar6zovém gelu obsahujicim ethidiumbromid
(5 pg/ml) pii napéti 5V/cm a vizualizovany UV ilumi-
naci. V pfipadé pozitivniho vzorku byl detekovatelny
amplifika¢ni produkt 16S rDNA genu o velikosti 370 bp,
zatimco v pripadé negativniho vysledku byl detekovan
pouze amplifikacni produkt PCR MIMIC interniho stan-
dardu o velikosti 477 bp (obr. 1).

Amplifika¢ni produkty pozitivnich vzorkt byly dale
podrobeny inkubaci s restrikénimi endonukledzami
Haelll a Ncol (New England Biolabs, USA), coZ umoz-
Hovalo bliz8i druhovou specifikaci pozitivniho nalezu
(obr. 2).

Ostatni vysetieni

Pred kazdou operaci bylo provedeno klinické vySet-
feni a odbéry krve na sedimentaci (FW) a stanoveni C-
-reaktivniho proteinu (CRP). Klinicky svédcily pro moz-
nou infekci predevS§im diskrepance v poopera¢nim
pribéhu, lokalni nélez ¢i teploty (11, 12). Za patologic-
kou byla povaZovana hodnota FW > 30 mm/hodinu.
rozdilné referencni hodnoty z riznych laboratofi, jed-
nak neni zcela jasné, jak by se méla odliSit vyznamna
patologicka hodnota od nevyznamné. Nakonec bylo roz-
hodnuto, Ze za patologickou bude povaZovéina kazda
hodnota presahujici jeden a pil nasobek normy.
U pacientt, ktefi antibiotika do doby reoperace neuZi-
vali, byly odbéry na mikrobiologické i PCR vySetieni
provedeny pfed intraven6znim podanim antibiotika.

Na bakteriologickou analyzu byly posilany kloubni
vypotky, vzorky granulacni tkan€ a sté€ry z implantatd,
pfipadné kostniho ldzka. Transport materidlu probehl
bezprostfedné po ukonceni odbéril; vypotek v piivodni
stiikaCce, granulacni tkan ve sterilni zkumavce a stér ve
specidlni transportni piidé (Amies, Dispolab, CR). Teku-
té materidly a vzorky tkani byly hodnoceny mikrosko-
picky (barveni podle Grama). Bakterialni ptivodci byly
diagnostikovani standardnimi postupy aerobni (krevni,
Enduv a glukosopeptonovy agar véetné pidy pomnoZo-
vaci, Trios, CR) i anaerobni (anaerobni krevni agar BHI,
Trios, CR) kultivace za pouZiti komeré¢né vyrabénych
identifikac¢nich setd (STAPHYtest 16, Encoccustest,
ENTEROtest 16, NEFERMtest 24, ANAEROtest 23,
Lachema, CR, Rapid STR, Remel, USA), piipadné
dopliikovych testil (7). Kultivacni vySetfeni bylo pova-
Zovéno za signifikantni, jestliZe byla stejna bakterie izo-
lovana alespon ze dvou odbérovych materidld. U vétsi-
ny pacientl bylo také provedeno histologické vySetieni
tkani odebranych z oblasti kloubniho pouzdra, resp.
aktivniho granulomu (haematoxylin-eosin, 10 mikro-
skopickych poli pfi zvétSeni 40x) se standardizovanou
interpretaci pozorovanych obrazii (17). VySetfeni zna-
¢enymi leukocyty (13) bylo provadéno pouze u pacien-
td, u nichz byly diferencidlné diagnostické rozpaky.
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M100 1 2 3 4 5 6

477 bp
370 bp

Obr. 1. Priikaz pritomnosti genu kodujiciho bakteridlni 16S rRNA metodou PCR ve vzorcich kloubniho vypotku. 2% agarozo-
vd elektroforéza. JestliZe byla ve vzorku pritomna bakteridlni DNA, byl detekovdn PCR amplifikacni produkt o velikosti 370
bp. V pripadé nepritomnosti bakteridlni DNA byl detekovdn pouze amplifikacni produkt MIMIC interniho standardu o velikosti
477 bp. Drdhy ¢ 1, 5 a 6 — vysledek amplifikace pozitivnich vzorkii; drdhy ¢. 2, 3 a 4 — vysledek amplifikace negativnich vzor-
ki, M100 — 100 bp velikostni standard.

Haelll Ncol
M20 1 5 6 1 5 6 M100

500 bp

400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

Obr. 2. Specifikace bakteridlniho piivodce metodou PCR-RFLP. Vzorky kloubniho vypotku s prokdzanou pritomnosti 16S rRNA.
2% agarozovd elektroforéza. Vzorek ¢. 1 — specifikovdn jako Enterobacteriacae, protoZe po inkubaci s restrikcni endonukled-
zou (RE) Haelll vznikly fragmenty o velikostech 40, 150 a 180 bp a po inkubaci s RE Ncol fragmenty o velikosti 130 a 240 bp.
Vzorek ¢. 5 — pozitivni na Streptococcus sp., nebot inkubace s Haelll vedla k fragmentiim o velikostech 155 a 215 bp a RE
Ncol poskytla nestépeny produkt o velikosti 370 bp. Vzorek ¢. 6 — pozitivni na Staphylococcus sp., nebot RE Haelll a Ncol
poskytly nestépené produkty PCR amplifikace o velikosti 370 bp. M20 — 20 bp velikostni standard. M100 — 100 bp velikostni
standard.
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Organizace studie

Jednalo se o prospektivni kohortovou studii, do které
byli zafazeni pacienti se selhdvajici endoprotézou kycel-
niho nebo kolenniho kloubu. Popis vySetfovaciho postu-
puimetodika rozdé€leni souboru na infek¢ni a neinfekcni
ptipady jsou uvedeny vySe. Molekularni biologové pro-
vadéjici PCR vysetfeni neméli k dispozici Zadné klinic-
ké informace, stejné jako mikrobiolog ¢i histolog.
Vsechny vysledky byly pribézné dodavany do databa-
ze vedené v programu Excel 2000 (Microsoft). Zavé-
recné statistické zpracovani bylo provedeno nezévisle na
dodavatelich jednotlivych ddaji za pomoci profesional-
niho statistického softwaru SPSS verze 10.1 (SPSS Inc.,
USA).

VYSLEDKY

1. PCR detekce bakterialni DNA u souboru
pacient( bez pfedchoziho podani antibiotik
(n=22)

Detekce bakterialni DNA pomoci PCR byla pozitiv-
ni u 14 vzorkid ziskanych z infikovaného kloubu. Na-
opak v osmi pfipadech nedokéazala tato technika bakte-
ridlni DNA detekovat (faleSné negativni vysledky).
V kontrolnim souboru byly zachyceny pouze dva fales-
né pozitivni vysledky. Prehled statistickych charakteris-
tik ac¢innosti PCR metody pfi zachytu bakteridlni DNA
v kloubnim vypotku podava tabulka 4.

JestliZe byla soucasné pozitivni kultivace, mohla byt
posouzena shoda mezi bakteriologicky a PCR stanove-
nym puvodcem PPI. To bylo moZzné u 13 ze 14 pozitiv-
nich z4chytl tzv. univerzdlni bakterie (priikaz konzer-
vativni sekvence genu pro 16S rRNA). Nilezy se
shodovaly u 11 pripada (84,6 %). Diskrepance se tyka-
la specifikace stafylokok, které byly PCR jednou zamé-
nény za Celed Enterobacteriacae, podruhé za strepto-
koky.

2. PCR detekce bakterialni DNA u pacientd,
ktefi pfed odbérem vypotku uzivali
antibiotika (n=13)

V souboru pfipadi, u nichZ byl kloubni punktat ode-
bran po minimalné dvoudennim podavani antibiotik,
nedokédzala PCR technika detekovat bakteridlni DNA
dvakrat (2/13, 15,4 %). Ostatni statistické charakteristi-
ky metody jsou uvedeny v tabulce 5.

Shoda mezi kultiva¢nim zachytem plivodce infekce
a PCR identifikaci byla zji$téna u 8 z 10 ptipadi (80 %).
K diskrepanci doslo v pfipadé jednoznac¢ného kultivac-
niho nélezu Pseudomonas aeruginosa, ktery byl pomo-
ci PCR urcen jako atypickd mykobakteria (opakované
ovéfeno), resp. Streptococcus intermedius, ktery byl
PCR identifikovan jako stafylokok.

Testem rovnosti dvou podild bylo prokazéano, Ze roz-
dily v senzitivit¢ PCR detekce tzv. univerzalni bakterie
nejsou mezi obéma soubory (63,6 % versus 84,6 %) sta-
tisticky vyznamné (p = 0,193). Stejny zavér potvrzuje
i porovnani 95 % intervalQ spolehlivosti, které se pre-
kryvaji (tab. 4, 5).
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Tab. 4. Charakteristiky PCR detekce bakteridlni DNA ze vzor-
kit kloubnich vypotkii bez predchozi aplikace antibiotik.
PPH = pozitivni prediktivni hodnota, NPH = negativni pre-
diktivni hodnota, LR = likelihood ratio.

infekty  kontrola
PCR pozitivni (= infekt) 14 2 16
PCR negativni (non-infekt) 8 64 72
22 66 88
95% Cl1
Senzitivita 63,6 43,9 80,4
Specificita 97,0 88,5 99,5
Presnost 88,6 82,0 95,3
PPH 87,5 60,4 97.8
NPH 88,9 78,7 94,7
Falesna pozitivita 3,0 0,8 10,4
Falesna negativita 36,4 19,6 56,1
LR pozitivniho testu 21,0 5,7 85,2
LR negativniho testu 0,38 0,22 0,65

Tab. 5. Charakteristiky PCR detekce bakteridlni DNA ze vzor-
kit kloubnich vypotkii po predchozi aplikaci antibiotik. PPH =
pozitivni prediktivni hodnota, NPH = negativni prediktivni
hodnota, LR = likelihood ratio.

infekty ~ kontrola
PCR pozitivni (= infekt) 11 2 13
PCR negativni (non-infekt) 2 64 66
13 66 79
95% C1
Senzitivita 84,6 53,7 97,3
Specificita 97,0 88,5 99,5
Piesnost 94,9 90,1 99,8
PPH 84,6 53,7 97,3
NPH 97,0 88,5 99,5
Falesna pozitivita 3,0 0,8 10,4
FaleSna negativita 154 2,8 41,0
LR pozitivniho testu 279 6,99 111,5
LR negativniho testu 0,16 0,04 0,57

DISKUSE

Metody zaloZené na praci s nukleovymi kyselinami
akcelerovaly rozvoj celé tady medicinskych obord
a nevyhnuly se ani ortopedii, potaZzmo diagnostice PPI
(11, 14, 16, 19, 22). Pred zavedenim jakékoli metody do
rutinni praxe je namisté zodpovédét nékolik otizek.
Predné by mél byt zndmy jasny divod k jejimu zavede-
ni. Mezi vyrazné vyhody molekuldrni diagnostiky se
fadi vysoka citlivost, kdy teoreticky postacuje jedina
kopie DNA, dale rychlost, kterd se fadové pohybuje
v nékolika hodinach, coZ zatim nedokdZe Zadny jiny
stejné zaméreny postup (22). Rovnéz se asto argumen-
tuje nespolehlivosti tradi¢nich diagnostickych technik.
Podle nékterych praci miize byt bakteriologické vyset-
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feni kloubniho punktatu faleSné€ negativni u vice nez
50 % ptipadi PPI (2). Zatim vSak neni jasné, jestli by
molekuldrni diagnostika byla schopna toto diagnostické
okno zaplnit. Také nebylo jednoznacné urceno, jaky ma
falesné negativni kultivace prakticky dopad na dalsi osud
pacienta. Naproti tomu je evidentni, Ze se vytéznost kul-
tivaCnich technik dd vyznamné ovlivnit celou fadou
opatieni (okamZity transport vzorki do laboratote, soni-
fikace extrahovaného implantatu nebo pouZiti abraziv-
nich metod pfi jeho stéru, specidlni transportni pady,
adekvatni mikrobiologické postupy, soubézna interpre-
tace kultivacnich a PCR technik s analyzou piipadnych
diskrepanci). Alternativné jsou vyvijeny velmi efektiv-
ni mikroskopické metody zobrazujici biofilm na implan-
tatu (3), ty vSak zatim nejsou schopny bliZe specifiko-
vat ptivodce infekce.

V predkladané studii byly na souboru 35 ziejmych
PPI testovany zakladni charakteristiky PCR detekce tzv.
univerzalni bakterie (prikaz konzervativni sekvence
genu pro 16S rRNA). S prekvapenim bylo zjisténo, Ze
dlouhodobym cizelovdnim laboratorni praxe doslo
k oslabeni schopnosti PCR urcovat skute¢né nemocné
(senzitivita 64 %), zatimco vnitinimi kontrolami a pre-
ciznosti laboratorniho uspotadani bylo téméf odstrané-
no riziko falesné pozitivnich vysledki (specificita 97 %).
Urcitou roli zfejmé sehrdlo i usporadani studie, kdy
odbér materidlu v pribéhu operace minimalizoval rizi-
studii podobnych té nasi by mélo byt zafazeni nové dia-
gnostické metody do stavajiciho diagnostického algo-
ritmu. Na prvni pohled se zd4, Ze tato verze PCR by se
hodila spisSe k vylouceni infekce neZli k jejimu potvrze-
ni pro svou vysokou specificitu. Av§ak pomérné vysoka
pozitivni prediktivni hodnota i , likelihood ratio pozi-
tivniho testu naznacuji pravé opacny potencidl (9). VZdyt
k tomuto vySetieni by stejné nebyli indikovani vSichni
pacienti pred revizi TEP, nybrz pouze ti, u nichZ existu-
je urcité podezieni na PPI (vétSinou klinické a labora-
torni). Predtestova pravdépodobnost pozitivniho zachy-
tu by se tedy jisté¢ pohybovala nad 0,35.

VétSina praci do roku 1999 publikovala vynikajici
senzitivitu PCR pro detekci bakteridlni DNA v materid-
lech z infikované kloubni ndhrady (5). Prvni vyjimkou
byl tym z univerzity v Nebrasce (USA), ktery vypraco-
val postup zaméfeny na eliminaci faleSné pozitivnich
PCR vysledku (,,genus focused PCR primers*) a poslé-
ze na souboru 63 pacientl stanovil senzitivitu a specifi-
citu metodiky na 71 %, resp. 49 % (6). Nespornym han-
dicapem téchto Cisel je, Ze byly prezentovany okrajoveé
v Casti diskuse bez podrobnéjsich informaci o materia-
Iu ¢i metodé (6). Patrné ,,nejhorsi* senzitivitu publiko-
vali Kordelle a spol. (10) z univerzity v Giessenu
(Némecko), a to i presto, Ze vysetfovali nejen vypotek,
ale i tkanové materidly a stéry. Slabsim mistem této stu-
die byla definice PPI, nebot vysledek PCR detekce tzv.
univerzalni bakterie byl porovnavan pouze s histologic-
kym nalezem. Senzitivita PCR byla 36 %, zato specifi-
cita a pozitivni prediktivni hodnota byly 100 % (10).
Panousis a spol. (18) zase dosahli v prospektivné vede-
né studii (kloubni vypotky, 12 ptipadi, 80 kontrol) pozi-
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tivni prediktivni hodnotu jen 34 % a nedoporucili proto
zatazeni PCR detekce tzv. univerzalni bakterie do rutin-
ni diagnostiky PPI. Pres uvedené diskrepance nebyla
vira v uzite¢nost této cesty ztracena a na nékterych pra-
covistich se molekularni diagnostice PPI stile vénuje
pozornost (1, 11, 22, 23). BohuZel, dosud nebyly publi-
kovéany konkrétni vysledky. Nase metodika vySetfovani
kloubnich vypotkid se nachazi nékde mezi uvedenymi
pristupy. Pokud bychom hodnotili celkovou tspéSnost
zachytu bakteridlni DNA, dosahla by senzitivita nasi
metody 71 % (25/35). Pozitivni prediktivni hodnota
s korekci na prevalenci PPI v naSem souboru (34,7 %)
by byla 92,6 % a ,.likelihood ratio* pro pozitivni vysle-
dek by bylo 23,6.

Druhym velkym tématem PCR diagnostiky je identi-
fikace plivodce PPI obecné, resp. po podéani antibiotik.
V predloZené prici bylo dosazeno shody mezi bakterio-
logickou a PCR identifikaci pivodce PPI u vice nez
80 % pripadu, které bylo takto mozné vyhodnotit. Para-
doxni je, Ze zjiSténé diskrepance Ize mimo jiné komen-
tovat v kontextu polymikrobidlni povahy biofilmu, kdy
kazdd z metod muiZe skute¢né identifikovat jiného
puvodce stejné infekce. Vyssi shody mezi bakteriolo-
gickym a PCR nalezem doséhli Kordelle a spol. (100 %),
dokonce i1 v pfipad¢ infekce Pasteurella haemolytica
(10). Stejny tym vsak pozoroval pokles senzitivity PCR
na 25 % u pripadi lécenych pramérné 15 dnit pred ope-
raci antibiotiky (n=6). PCR je kultivacné nezavisld
metodika a méla by proto nabizet zjevnou vyhodu zvIas-
té tam, kde se po urcitou dobu antibiotika podavala (25).
Rozkydal a spol. (19) nasli bakteridlni DNA pomoci
PCR u vsech 8 pacientt s jednozna¢nym PPI, ktefi pred
odbérem vzorkll uzivali antibiotika a méli negativni kul-
tivace. V predloZené praci bylo pozorovano nevyznam-
né zvySeni senzitivity PCR metody po primérné 21
dnech podévani antibiotik (p = 0,193). Za zminku jisté
stoji 1 vysoky podil pozitivnich kultivaci u ptipadi
s predchozi aplikaci antibiotik (11/13), coZ mimo jiné
ukazuje na neucinnost podavanych antibiotik a viibec
problemati¢nost tohoto pfistupu k dysfunkéni endopro-
téze.

ZAVER

PCR metodika prezentovana v nasi studii miiZe dopl-
fovat stavajici arzendl nastrojii urCenych k diagnostice
PPI. Pozitivni vysledek lze zatim zaradit pouze mezi
,,slabé*‘ znaky PPI podle nasSeho schématu (tab. 2). U pfi-
padil s negativni kultivaci miZe diagnosticka cena PCR
vySetieni prudce vzrist, nebot informaci, kterou obsa-
huje, nelze zatim ziskat Zddnym jinym zptisobem.
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