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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

A consensual classification of the periprosthetic interface membrane obtained at revision total joint arthroplasty was
published by Morawietz et al. in 2006. Based on histomorphological criteria, four types of periprosthetic membrane were
proposed: type |, aseptic failure; type Il, septic failure; type Ill, combined type (carrying signs of both type | and Il); and
type 1V, indeterminate type. The aim of this study was to find out whether and to what extent the Morawietz system would
be suitable for use at an independent institution involved in the evaluation of periprosthetic membranes for a long time.
Should it appear that the institution achieved an equally good or even better agreement between the clinical diagnosis and
the histopathological finding, this consensus classification could be recommended for routine use.

MATERIAL AND METHODS

The samples of periprosthetic tissue evaluated in this study were obtained during surgery from the following groups of
patients: 66 patients with aseptic loosening of total hip (THA) or knee arthroplasty, 15 patients with infection of THA, 16 patients
with THA without any signs of aseptic loosening, osteolysis or infection; 8 patients with hip osteoarthritis and 8 patients with
knee osteoarthritis. Sample collection and processing (for purposes of histomorphological evaluation and immunohistochemical
staining) was performed according to the established protocol. The tissue samples evaluation was made by an experienced
pathologist hand in hand with the method described in the original paper by Morawietz et al. For a more detailed tissue analysis,
selected antibodies (CD4, CD8, CD20, IFN-y and Hsp-60) were visualized by immunohistochemistry.

RESULTS

The majority of samples from aseptic reoperations were classified as membranes of the type | (79%) and Il (16%). Specimens
retrieved from septic cases were mostly classified as membranes of type Il and Ill (60% together). The septic membranes
showed a significantly higher expression of CD20 protein when compared with both the aseptic (p < 0.0001) and control THA
samples (p = 0.003). The membranes retrieved from the surroundings of a stable THA without osteolysis and infection had
lower expression levels of Hsp60 and IFN-y, when compared with those from both aseptic and septic loosening. Finally,
Hsp-60 expression was significantly higher in osteoarthritic tissue than in samples from stable THA (p = 0.041).

DISCUSSION

Morawietz et al. proposed a standardized classification system for evaluation of periprosthetic tissue. As any attempt at
generalization of a complex issue, this proposal has certain shortcomings. One of these is poor detection of chronic and
low-grade infections. A method that would improve the conventional counting of polymorphonuclear leukocytes is still being
sought. In this connection, immunostaining for CD20 combined with an assessment of antimicrobial peptides may be
a promising option. The supplementary specimen staining showed that pseudosynovial tissue is much more active in patients
carrying infection and the least active in samples from stable THA in which certain tolerance and thus tissue homeostasis
might be expected.

CONCLUSIONS

1. In this study the distribution of findings classified according to the Morawietz system was similar to the results published
in the original study from 2006.

2. The definition of an aseptic membrane (type 1) in the Morawietz system meets the requirements of clinical practice
(agreement, about 80%).

3. Anincreased sensitivity for infectious membrane detection can be achieved by using supplementary immunohistochemical
staining effective particularly in chronic and low-grade infections.

4. Painless and stable THAs typically have very low expression levels of CD4, CD20 and Hsp-60 proteins, and interferon-
-gamma (IFN-y) as well.

Key words: total hip arthroplasty, total knee arthroplasty, aseptic loosening, prosthetic joint infection, tissue analysis,
membranes, CD receptors, Hsp-60 protein, IFN-y.

Studie byla podpoiena z prostiedkil Interni grantové agentury MZ CFR (IGA MZ CR NT/11049) a vnitiniho grantu LF UP
v Olomouci LF_2014_003.
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Aseptické uvolnéni a periprotetickd osteolyza se
davaji do pficinné souvislosti s uvoliiovanim otérovych
Castic do okoli kloubu (6). Infekce vznika na podkladé
kolonizace povrchit TEP ¢i jejtho okoli bakteriemi.
V obou pifipadech reaguje imunitni aparat v okoli TEP
na pritomnost cizorodych téles a vytvari se pritom peri-
protetické membrany, které vidime pfi reoperacich.
Z uvedeného vyplyva, Ze periprotetické tkané jsou
mimoradné uZitecné, protoZe obsahuji informace o pred-
chozi historii TEP. Jinou otdzkou je, nakolik umime tyto
informace z odebranych tkani extrahovat. V predchozich
letech bylo publikovano relativné velké mnoZzstvi studii,
které referuji o jednotlivych vlastnostech pseudosyno-
vidlni membrany a membrany rozhrani protéza-kost
u aseptického uvolnéni a infekce (8). Infek¢ni selhani
charakterizuje pfitomnost vysokého poctu polymorfo-
nuklearnich (PMN) leukocyti, ¢ehoZ se vyuziva v dia-
gnostice (2). Histopatologicka analyza neni ovSem nijak
jednoduchd a stale existuje urcitd pravdépodobnost
faleSné negativniho vysledku. Vysledek vySetfeni mimo
jiné zavisi na zkuSenosti patologa. Navic se déle nez 10
let diskutuje o pfipadném podilu bakterii o velmi nizké
virulenci na patogenezi ,,septického* uvolnéni TEP (9),
coz by mohlo alespoii ¢astecné vysvétlit prolindni asep-
tickych a septickych obrazi tkanové reakce.

Morawietz a spol. definovali Ctyfi typy periprotetic-
kych membran (18): prvni nazvali membrdnou induko-
vanou otérovymi Casticemi; druhy typ oznadili jako
membranu infekcni; tfeti typ nazvali jako smiSeny, pro-
toZe obsahoval znaky aseptického a infek¢éniho selhani;
naopak 4. typ nebylo mozné zatradit do zddného z pred-
chozich typu (,,indeterminate” membrane). Stejny tym
uvedenou klasifikaci periprotetickych membran rozsifil
o znamky precitlivélosti a kostni patologii (tab. 1; obr. 1),
(14). Autofti postupovali konsenzudlné a deklaruji, Ze
jejich interpretacni rdmec by mohl byt klinicky uZitec-
ny a univerzalné pouZitelny.

NasSe studie méla dva zakladni cile. Za prvé jsme chté-
li v prospektivni zaslepené studii ovéfit, jakou klinickou
hodnotu ma interpretacni schéma podle Morawietze
a spol. (18). Za druhé nas zajimalo, jestli miZe speci-
fické barveni na vybrané povrchové/intracelularni mar-
kery zvysit diagnostickou cenu zminéné klasifikacni
smérnice.

SOUBOR PACIENTU A METODIKA

Pacienti

Do studie bylo zahrnuto celkem 113 pacientd, z nichZ
bylo 36 muzi (31,9 %) a 77 Zen (68,1 %). Reoperace
probéhly mezi ¢ervnem 2009 a prosincem 2012. Divo-
dem k reoperaci bylo aseptické uvolnéni (n = 66) u TEP
kycle (n = 51), TEP kolena (n = 15), resp. periprotetic-
ka infekce TEP kycle/kolena (n = 9/6). Kontrolni sku-
pinu s TEP tvofili pacienti reoperovani z jiného divo-
du. Tito pacienti méli klinicky a radiologicky stabilni
TEP kycle (n = 10) nebo kolena (n = 6). Kontrolni sku-
pinu bez TEP tvofili pacienti s pokrocilou osteoartrézou
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kycle (n = 8) nebo kolena (n = 8), jejichZ tkané jsme
odebrali pti primoimplantaci TEP (obr. 2). VSechny ope-
race probéhly za standardnich podminek. Pacienti pie-
dem odsouhlasili perioperacni odbér tkdni. Studie pro-
bihala v rdmci feSeni grantového projektu se souhlasem
prislusné etické komise.

Infekce kloubni ndhrady byla klinicky urcena podle
dfive publikovanych kritérii (7). Jako aseptické uvolné-
ni byly definovany ty ptipady, které nespliovaly krité-
ria pro infek¢ni selhdni. Do studie jsme zaradili pouze
Ceské obCany kavkazské rasy.

Odbéry, zpracovani a barveni periprotetickych
tkani

Velmi tenky vzorek pseudosynovidlni tkané€ byl ode-
bran okamZité po protéti pouzdra reoperovaného klou-
bu. VSechny odbéry provedl jeden operatér. Vzorek byl
ihned vloZen do 4% formalinu a odeslan k histologic-
kému zpracovani do spolupracujici laboratore. VSechny
bioptické vzorky se zpracovavaly a obarvovaly podle
standardniho postupu, ktery byl jiz dfive popséan (25).
K vySetteni podle Morawietze a spol. byly z parafino-
vych bloku pfipraveny fezy o tloustce 3 az Sum, které
se poté obarvovaly hematoxylin-eozinem. K dal$i cha-
rakterizaci vySetfovanych tkdni (vybrani zastupci ze
vSech studovanych skupin) bylo pouZito barveni CD4
(T Ilymfocyty), CD8 (T lymfocyty), CD20 (B lymfocy-
ty), Hsp-60 (alarmin) a IFN-y (prozanétlivy cytokin)
nepiimou dvoustupiiovou imunohistochemickou meto-
dou. Byly pouZity nasledujici monoklonalni priméarni
protilatky: mysi CD4 (klon 1F6, Leica Biosystems,
Newecastle Upon Tyne, UK); mysi CDS8 (klon 1AS, Lei-
ca Biosystems, Nussloch, Némecko); mySi CD20cy
(klon L26, Dako, Glostrup, Dansko); mysi Hsp-60 (klon
SPM253, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA); mysi IFN-y (klon LLO6Z, Santa Cruz Biotech-
nology, Santa Cruz, CA, USA). Revitalizace antigent
ve vysokotlakém histoprocesoru HistosPro (Milestone,
MI, USA) byla pro vSechny antigeny provedena
v 10 mM citratovém pufru, pH 6 pti 120 °C. EnVision™
systém (Dako, Glostrup, Dansko) se nasledné pouzival
k vizualizaci pozitivni reakce. VSechny primarni proti-
latky byly testovany na adekvatnich pozitivnich kon-
trolnich tkanich.

Vybér studovanych molekul

Jako cilové molekuly jsme vybrali povrchové recep-
tory CD4, CD8 a CD20, které jsou typické pro nasle-
dujici skupiny lymfocyti: Th lymfocyty (T helper cell,
CD4%), Tc lymfocyty (T cytotoxic cell, CD8*) a B lym-
focyty (CD20%). Tyto bunécné elementy se podileji na
prezentaci antigenu a imunitnich reakcich vici bakte-
riim (obr. 3).

Tzv. heat shock protein 60 (Hsp-60) patii do rodiny
proteint, které se podileji na ochrané buné¢nych bilko-
vin v pripadé stresové reakce, jako je napiiklad zanét,
a dale na aktivaci bunécnych elementd realizujicich
zanétlivé reakce (1). Interferon gama (IFN-y) je klico-
vym mediatorem zanétlivé imunitni odpovédi, podili se
mimo jiné na polarizaci tkanovych makrofagi (M1)
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Obr. 1. A) Schéma histologického obrazu periprotetické membrdny pri aseptickém selhdni: 1 — periprotetickd membrdna s depo-
zity otérovych Cdstic, 2 — otérové cdstice, 3 — vcestované makrofdgy z prilehlych cév, 4 — ojedinélé lymfocyty, 5 — krevni céva,
6 — obrovské mnohojaderné buriky. B) Schéma histologického obrazu periprotetické membrdny pri infekcnim selhdni: 1 — zdnét-
livé infiltrovand periprotetickd membrdna, 2 — krevni céva, 3 — aktivované fibroblasty z okolniho stromatu, 4 — vcestované CD4+
Th lymfocyty, CD8+ Tc lymfocyty a CD20+ B lymfocyty a 5 — neutrofilni granulocyty z prilehlych cév, 6 — obrovské mnohoja-
derné buriky, 7 — ojedinélé makrofdgy. Cytokiny zapojené do zdanétlivé reakce proti infektu IFN-y a HSP-60 byly stejné jako vyse
Jjmenované CD receptory cilem imunohistochemického barveni. C) Schéma kombinovaného histologického obrazu s ndlezem
zndmek aseptického selhdni a infektu: 1 — periprotetickd membrdna s depozity otérovych Cdstic, 2 — krevni céva, 3 — aktivo-
vané fibroblasty z okolniho stromatu, 4 — vcestované makrofdgy a 5 — lymfocyty z prilehlych cév, 6 — otérové Cdstice, 7 — vce-
stované neutrofily a 8 — obrovské mnohojaderné buriky. D) Schéma histologického obrazu neodpovidajiciho Zddnému z prede-
Slych typii dle Morawietzovy klasifikace, tzv. ,,indeterminate“ (nejednoznacny) typ membrdny: 1 — periprotetickd membrdna
s fibroblasty, makrofdgy a fibrinem ojedinéle na jejim povrchu, 2 — kolagenni vidkna, 3 — krevni céva.

Celkem zarazeno 113 pacientl

36 muzti (31,9 %) a 77 Zen (68,1 %)

~.

Kontrolni skupina s TEP (n=16)
3 muzi (18,8 %) a 13 zen (81,3 %)

Pacienti s TEP Pacienti bez TEP

Obr. 2. Diagram zndzorriujici rozdéleni pacientii ve studii.
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MHCII
Antigen

MHCI
Antigen

Obr. 3. Antigen prezentujici buitky (APC) stimuluji Th a Tc
lymfocyty prostrednictvim hlavnich histokompatibilnich kom-
plexit (MHC I. a 1l. tridy) a specifického T-bunécného recep-
toru (TCR), které vedou k jejich dozrdvdni. Povrchové korecep-
tory CD 4 a CD 8 asistuji T-bunécnému receptoru v prezentaci

antigenu.
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smérem k zdné€tu, na imunitnich reakcich Th a Tc lym-
focyt, zvySuje adhezi a migraci leukocytd a urychluje
prezentaci antigend (22).

Histopatologické hodnoceni

Obarvené vzorky prohlizel zkuSeny hodnotitel (JE)
a interpretoval je podle kritérii, které popsali Morawietz
a spol. (18). Vystupem vysetieni bylo pfifazeni nékteré-
ho ze Ctyt typt periprotetickych membran (tab. 1) ke kaz-
dé hodnocené tkani. Imunohistochemické znaceni jsme
vyhodnocovali pomoci tzv. histoskore, které je ndsobkem
pozitivity (kategorie 0, 1, 2 a 3) a intenzity barveni (stu-
pen 1, 2, 3). Kategorie 0 je urena pro pozitivitu 0-5 %
bunék, kategorie 1 odpovida pozitivité 5-25 % bunék, ka-
tegorie 2 znamend 26-60 % pozitivnich bunék a katego-
rie 3 je pro vice nez 60 % pozitivnich bun¢k ve vzorku.
Intenzita barveni je stupné 1 (slabé), 2 (stfedni) nebo 3
(silné). Histoskodre tudiz dosahovalo hodnot 0, 1, 2, 3, 4,
6 nebo 9. VSechny primarni protilatky byly testovany na
doporucenych kontrolnich tkénich, jako negativni kon-
trola byla pouZita Mouse Isotype Control (1:100, Abcam,
Cambridge, UK).

Design studie
Jde o prospektivni studii, v niZ byl zavér kazdého
histopatologického vySetfeni pfimo porovnén s klinic-

Tab. 1. Histopatologickd klasifikace periprotetické membrdny dle Morawietze et al. 2006 a jeji revidovand verze Krenn et al. 2013

Morawietz 2006 Krenn 2013
Typ 1 — prevaha makrofagli a obrovskych Alergicka reakce — lymfocytarni infiltrace
(indukovany mnohojadernych bunék — pozitivita alergickych testd
otérovymi — fidky vyskyt lymfocyti
casticemi) — pritomnost otérovych ¢astic Typ 1 — prevaha makrofagti a obrovskych
(indukovany otérovymi mnohojadernych bunék
¢asticemi) — pfitomnost otérovych ¢astic,
— fidky vyskyt lymfocyti
— pritomnost otérovych ¢astic
Typ I + nekréza — pfitomnost otérovych ¢astic, kov x
Typ II — prevaha neutrofilnich granulocytt Typ II — prevaha neutrofilnich granulocytti
(infek¢ni) — pritomnost aktivovanych fibroblasti, (infekéni) — pfitomnost aktivovanych fibroblasti,
lymfocyti, plazmatickych bunék lymfocyti, plazmatickych bunék
— fidky vyskyt makrofagt a obrovskych — fidky vyskyt makrofagt a
mnohojadernych bunék obrovskych mnohojadernych bunék
— proliferace malych cév s edémem okolni — proliferace malych cév s edémem
pojivové tkané okolni pojivové tkané
Typ III — kombinace histopatologickych zmén Typ III — kombinace histopatologickych zmén
(kombinovany) typu T a Il (kombinovany) typu I a Il
— prevladajici obraz zalezi na oblasti, kde — prevladajici obraz zalezi na oblasti,
dominuji zmény indukované ¢asticemi kde dominuji zmény indukované
nebo bakteriemi Casticemi nebo bakteriemi
Typ IV — fibroblasty, makrofagy a fibrin ojedinéle Typ IV — fibroblasty, makrofagy a fibrin
(nejednoznacny) na povrchu periprotetické membrany (nejednoznacny) ojedinéle na povrchu periprotetické
— bohata pfitomnost pojivové tkané membréany
a kolagennich vlaken — bohata pfitomnost pojivové tkané
a kolagennich vlaken
Artrofibréza — dominuje fibréza, pozitivita na
B-katenin
Kostni patologie — osteomyelitida, osteonekroza,
osifikace, osteopenie
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kou diagnézou piiciny reoperace. Zkuseny patolog pro-
hliZel sklicka nékolikrat, pficemZz v dob& prohliZeni
neznal klinickou diagnézu. Vysledny typ periprotetické
membrany zapsal do tabulky v Excelu k pfislu§nému
oznaceni pacienta. Klinici participujici na studii doplni-
li k porfadovému Ccislu pacienta vysledek klinické diag-
nézy bez znalosti zavéru histopatologického vySetteni.
Konec¢né zpracovani dat provedl biostatistik.

Statistické zpracovani

K porovnani popisnych kvantitativnich dat byl pouZit
neparametricky Kruskaltiv-Wallistv test a jako post hoc
test jsme aplikovali Manntv-Whitneytv U test s Bon-
ferroniho korekci signifikance na mnohondsobné porov-
ndvéni. Fisheriiv pfesny test jsme pouZili k porovnani
Cetnosti jednotlivych vysledkid. Data jsme analyzovali
pomoci statistického programu SPSS 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Hodnota p < 0,05 byla povazovana
za signifikantni.

K celkovému posouzeni ptinosu Morawietzovy kla-
sifikace jsme pouZili néasledujici pravidla: vynikajici
vysledek = shoda mezi typem membrany (zdvérem pato-
loga) a klinickou diagnézou v 90 a vice %; dobry vysle-
dek = shoda v 80 a vice %; neuspokojivy vysledek =
méné nez 80% shoda (tzn. metoda generuje vice nez
20 % nespravnych vysledki).

Dopliikovym kritériem byla Cetnost tzv. nezaraditel-
né membrany 4. typu. Domnivame se, Ze podil tohoto
zavéru by nemél prekrocit 10 %, protoZe jde o klinicky
neuzitecny zaver.

Roli péti specifickych barveni (CD4, CDS8, CD20,
Hsp-60 a IFN-y) jsme posuzovali jednak v kontextu zvy-
Seni presnosti findlni klinické diagn6zy, jednak nas zaji-
mala tkanova exprese téchto molekul jako biomarkert
sterilniho zanétu (v kontextu ¢asticové nemoci).

VYSLEDKY

Charakteristiky pacientt

V souboru s aseptickym uvolnénim a osteolyzou
(n = 66) bylo hlavnim divodem k reoperaci uvolnéni
alesponi jednoho implantatu (n = 34 pacientll), osteolyza
kolem stabilniho implantatu (n = 31) a periproteticka
fraktura s osteolyzou typu B3 (n=1).

Z hlediska lokalizace obsahoval soubor 51 reoperaci
kycle a 15 reoperaci kolena. Prehled typii kostnich
defektli ukazuje tabulka 2. U ky¢li jsme naméfili pri-
mérny linedrni otér polyetylenu 1,762 mm (0,119-6,8;
SD 1,33), u extrahovanych vloZek TEP kolenniho klou-
bu jsme méfeni otéru neprovadeli. Nejcasteji reopero-
vanou endoprotézou kycle byla ABG (n=17; 33 %; diik
ABG byl kombinovan navic se dvéma jinymi typy ja-
mek). Nésledovaly TEP s Bicon jamkou (n=9; 17,6 %;
kombinovana s dvéma typy diikl), Balgrist koSikem
(n =7; 13,7 %; v kombinaci s 5 typy diikl) a Duraloc
jamkou (n = 5; 9,8 %; v kombinaci s dvéma typy dii-
k). U TEP kolen jsme nejcastéji reoperovali endopro-
tézu PFC (n = 5; 33,3 %). Kinemax plus a Search Evo-
lution byly reoperovany 3x (20 %), Evolution a Sigma
jsme reoperovali 2x (13 %).
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Tab. 2. Rozdéleni podle zdvaznosti osteolyzy u TEP kycelniho
kloubu (Salehova klasifikace) a TEP kolenniho kloubu (AORI
klasifikace) ve skupiné pacientit s aseptickym selhdnim TEP.
Saleh klasifikace — M (mild, mirnd), S (severe, vdznd)

TEP ky¢elniho kloubu
acetabulum femur

nehodnoceno 0 nehodnoceno 12,0 %)
M (Saleh 1-2) 32 (62,7 %) | M (Saleh 0-1)| 26 (51,0 %)
S (Saleh 3-5) 19 373 %) | S (Saleh>2) | 24 (47.1 %)

TEP kolenniho kloubu

femur tibie

F1 10 (66,7 %) | T1 7 (46,7 %)
F2A 2 (13,3 %) T2A 8 (53,3 %)
F2B 3 (20,0 %) T2B 0
F3 0 T3 0

Kontrolni skupinu s TEP bez znamek aseptického
uvolnéni a bez patrné periprotetické osteolyzy tvorilo
16 pacientt (10 ky¢li/6 kolen). Dlivodem k reoperaci byl
syndrom bolestivé kycle po TEP (bolesti po TEP bez
zjevné priciny; n = 6), nestabilni TEP (n = 3), peripro-
teticka fraktura typu B1 (n = 2), otér polyetylenu (n = 2),
recidivujici vypotky (n = 2) a heterotopické osifikace
(n = 1). Nejcast€ji reoperovanou endoprotézou kycle
byla TEP s Bicon jamkou (n = 5), nasledovana TEP ABG
(n = 2). U kolen jsme reoperovali nejcastéji endoproté-
zu Emotion (n = 2). Ostatni charakteristiky souboru jsou
uvedeny v tabulce 3.

Soubor infek¢nich reoperaci (n = 15) tvofilo 8 chro-
nickych pooperacnich infekci, 4x doslo k rozsifeni infek-
ce z okoli kloubu (napf. v kontextu erysipelu), u jedno-
ho pacienta jsme prubéh vyhodnotili jako hematogenni
infekci a u dvou pacientil jsme odebirali tkan pred defi-
nitivni reimplantaci. V kontextu klasifikace podle Cier-
nyho a Madera (3) bylo 6 pacientl typu A a 9 pacientl
typu B. Infekci zptsobily 5x stafylokoky, 2x streptoko-
ky, 2x mykobakterie, 1x Enterococcus sp., Pseudomonas
aeruginos, Bacteroides frag. a Peptostreptococcus mic-
ros. Primérna predoperacni sedimentace byla 58,9 +
37,2 mm/hod. (median 46,0 mm/hod.) a CRP bylo 150,6
+ 152,3 (median 74,6). U téchto pacientd byla endo-
protéza stabilni 9x, 4x byla uvolnénd. U dvou pacientil
se infekce feSila ve fazi pistéle. Pacienti v souboru
winfekce byli signifikantné star§i oproti pacientim
s aseptickym selhanim (p = 0,005). Ostatni vlastnosti
jsou uvedeny v tabulce 3.

Hodnoceni pseudosynovialni tkané podle
Morawietze a spol.

Pokud jsme reoperovali pacienta s aseptickym uvol-
nénim a odebrané tkan¢ interpretovali podle doporuce-
ni Morawietze, bylo vysoce pravdépodobné (p < 0,0001;
Fisheruv exaktni test s Bonferroniho korekci), Ze mem-
branu klasifikujeme jako I. typ (78,8 %; 95% interval
spolehlivosti: 67,0 %—87,9 %). Pripocteme-li k tomu
dalsi Ctyfi vzorky, které byly urCeny jako membrana
III. typu (smiSend), coZ neni v rozporu s diagnézou asep-
tického uvolnéni, shodovala se zjisténi klinika a patolo-
ga v 85 % hodnocenych pfipadil. Ani jednou nedoslo
k zaméné aseptické membrany za septickou (tj. faleSné
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Tab. 3. Zdkladni charakteristiky ¢tyr zdkladnich skupin pacientii rozdélenych na zdkladé priciny revizni operace. V tabulce je

na prislusnych mistech uvedena hodnota medidnu s odpovidajicim rozpétim nejniZsi a nejvyssi hodnoty; OA = osteoartroza

Aseptické uvolnéni | Periproteticka infekce| Kontrolni skupina Kontrolni skupina
(n = 66) (n=15) s TEP bez TEP p

(n =16) (n =16)

primarni diagnéza

primdrni OA 34 (51,5 %) 9 (60 %) 10 (62,5 %) 9 (56,3 %)

posttraumatickd OA 5 (7,6 %) 1 (6,7 %) 1(6,3 %) 3 (18,8 %)

postdysplastickd kycel 17 (25,8 %) 3 (20 %) 1(6,3 %) 1(6,3 %) 0,541

ischemickd nekroza 5(7,6 %) 1 (6,7 %) 3 (18,8 %) 1(6,3 %)

zdneétlivé onemocnéni 1 (1,5 %) 1 (6,7 %) 1(6,3 %) 1(6,3 %)

zlomenina krcku 4 (6.1 %) 0 (0 %) 0(0 %) 1(6,3 %)

v€k v dob& primoimplantace 51 (26-80) 70 (40-83) 57 (31-83) 62 (24-77) 0,001

vek v dobé& revizni operace 65 (40-89) 71 (27-84) 64 (45-88) - 0,502

vyska (cm) 165 (150-186) 168 (158-188) 168 (158-186) 171 (157-186) 0,356

véiha (kg) 78 (48-110) 84 (62-120) 80 (60-105) 85 (51-150) 0,606

BMI 28,1 (19,2-41,4) 29,4 (23,7-37,5) 28,6 (21,3-34,4) 28,1 (19,2-49,0) 0,404

KSS bolest 40 (20-61) 46,5 (30-70) 54,0 (25-92) 49,0 (46-63) 0,123

KSS funkce 40 (0-50) 47,5 (20-66) 42,5 (15-70) 50,0 (30-70) 0,181

HHS 59,0 (14-99) 48,0 (12-58) 46,5 (20-80) 59,5 (34-77) 0,051

kufdk

ne 48 (72,7 %) 10 (66,7 %) 11 (68,8 %) 10 (62,5 %)

ex-kufak 10 (15,2 %) 2 (13,3 %) 2 (12,5 %) 3 (18,8 %) 0,931

ano 8 (12,1 %) 3 (20,0 %) 3 (18,8 %) 3 (18,8 %)

pozitivni vysledek). Na obrdzcich 4 a 5 jsou uvedeny
ptiklady z naSich vySetfeni.

Mnohem vétsi rozptyl jsme méli u infek¢nich pfipa-
dt —pouze 3 vzorky byly urceny jako membrany II. typu.
Membranu II. nebo III. typu jsme u infekei urcili v 60 %
pfipadii (95% interval spolehlivosti: 32,3 %—83,7 %).
Ostatni vysledky lze najit v tabulce 4.

Zuvedeného je zfejmé, Ze interpretace histologickych
ndlezli pomoci Morawietzovy klasifikace byla v kon-
textu hodnoceni aseptickych membran uspokojiva (79%
shoda mezi klinickou a patologickou interpretaci) az
dobra (85% shoda pro kombinaci membran I. aIIl. typu).
Naopak velky rozptyl jsme zjistili u infek¢nich tkani,
kde bylo 40 % vzorkil oznaceno jako aseptické (faleSné
negativni vysledek) nebo se nedalo zatadit. Cetnost ne-
zataditelnych nélezi (membran IV. typu) byla vysoka
(ve v8ech hodnocenych skupindch byla vyssi nez 10 %).

Barveni tkdani na CD4, CDS8, CD20, Hsp-60, IFN-y

Signifikantné vyssi vyskyt pozitivity CD20 jsme zjis-
tili ve skupiné infekce (57,1 %) ve srovnani se skupinou
s aseptickym uvolnénim (1,6 %) a kontrolou s TEP
(p<0,0001; resp. p=0,003; Fishertv exaktni test s Bon-
ferroniho korekci). Exprese CDS8 (78,6 %) byla vysoka
v souboru infekénich membran (obr. 6). Ve vSech hod-
nocenych skupinach s vyjimkou infekci (33,3 %) byla
velmi nizkd exprese IFN-y. Za zajimavé také povazuje-
me, Ze nejnizsi exprese CD4, CD20, Hsp-60 i IFN-y byly
zaznamenany v membrandch kontrol se stabilni TEP bez
znamek osteolyzy. VSechny vysledky jsou uvedeny
v tabulce 5.

DISKUSE

V nasi studii jsme zjistili dobré diagnostické vlastnosti
interpretani smérnice vytvorené Morawietzem a Kren-
nem k posuzovini pseudosynovidlni tkané odebrané
béhem reoperaci TEP kyc¢li a kolen. Z klinického hle-

Tab. 4. Vysledky histopatologického vySetreni dle Morawiet-
zovy klasifikace

Morawietzova| Aseptické Periproteticka Kontrolni Kontrolni
klasifikace uvolnéni infekce skupina s TEP| skupina bez
TEP
Typl 52 (78,8 %) 320 %) 10(625%) | 3(18.8 %)
TypII 0(0 %) 320 %) 0(0 %) 1(6,3 %)
Typ IT 4 (6,1 %) 6 (40 %) 4 (25,0 %) 5(31,3 %)
Typ IV 10 (15,2 %) 320 %) 2(12,5 %) 7 (43,8 %)

Tab. 5. Shrnuti vysledkit barveni tkdni na protildtky proti povr-
chovym CD receptoriim a cytokiniim

Aseptické | Periprotetickd | Kontrolni | Kontrolni
uvolnéni infekce skupina skupina p
(n=66) (n=15) s TEP bez TEP
(n=16) (n=16)

CD20 1264(1,6%) [8214(571%) | 0(0%) [4216(25,0 %) | <0,0001
CD4 1265(15%)(2215(133%) | 0(0 %) 0(0%) 0,101
CDS8 31264 (484 %)[112 14 (78,6 %) 182 16 (50 %) | 62 16 (37,5 %) | 0,129
Hsp60  [18263(286%)[3215(200%) | 00%) [7z16(438%) | 0017
IFN gamma (9252 (173 %)| 226(333%) | 0(0%) 0(0 %) 0,263

diska je sice dllezité, Ze jsme neoznacovali tkané ziska-
né pii aseptickych reoperacich za membrany infekéni,
shoda v infek¢nich pfipadech vSak byla mensi. Jako pre-
kvapivé nizkd se ukdzala pozitivita barveni na IFN-y
u aseptickych tkani. VétSina dopliikovych barveni byla
silngj§i u infekEnich tkani ve srovnéni s aseptickymi.
Morawietz a spol. publikovali sviij konsenzudlni
ndvrh mimo jiné proto, aby zlepsili komunikaci mezi
ortopedy a patology (18). Ve stejné praci tvrdi, Ze jejich
popis membran je pouZitelny nejen k rutinni diagnosti-
ce, ale i k vyzkumnym ucelim (je srozumitelny, jedno-
znacny, jednoduchy, reprodukovatelny). V jiné recentni
praci z Némecka (11) se tvrdi, Ze histopatologicka typo-
logie periprotetickych membran podle Morawietze
a Krenna je vSeobecné akceptovana a klinicky uZitecna.
My jsme vsak v literatufe nedokézali najit Zadnou pra-
ci, kterd by nezavisle ovéfila klinicky pfinos zminéné
tkanové typologie. Pritom ovéfeni jakéhokoliv biolo-
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Obr. 4. Histologické vzorky periprotetickych
membrdn z oblasti kycelniho kloubu barvené
HE a hodnocené podle Morawietzovy klasifika-
ce. M1 reprezentuje membrdnu typu I s predo-
minujicimi makrofdgy (Sipka), M2 reprezentuje
septicky typ membrdny s masivni infiltraci leu-
kocyty (Sipky), M3 je kombinovand membrdna
se znaky M1 i M2 typu (makrofdg — Sipka, lym-
focyt — prerusovand Sipka), M4 typ membrdny
Jje bohaty predevsim na pojivovou tkdii vetné
vidknité sloZky.

Obr. 5. Histologické vzorky periprotetickych
membrdn z oblasti kolenniho kloubu barvené
HE a hodnocené podle Morawietzovy klasifika-
ce. M1 reprezentuje membrdnu typu I s predo-
minujicimi makrofdgy (v tomto pripadé Sipka
poukazuje na jednu z mnohojadernych obrov-
skych bunék — multinucleated giant cell, jejichZ
membrdny z okoli asepticky uvolnéného kolen-
niho kloubu v porovndni s kycli), M2 reprezen-
tuje septicky typ membrdny s masivni infiltraci
leukocyty (Sipky), M3 je kombinovand membrd-
na se znaky M1 i M2 typu (makrofdg — Sipka,
lymfocyt — prerusovand Sipka), M4 typ mem-
brdny je reprezentovdn pojivovou tkdni véetné
Jjeji vldknité sloZky.

Obr. 6. Imunohistochemické barveni CD8 anti-
genu:

A — septicky typ membrdny (M2), kde byla pozo-
rovdna nejvétsi pozitivita CD8; B —vzorek asep-
tického selhdni (M1), kde je zastoupeni CDS8
rované kycle bez osteolyzy, D —vzorek pacienta
s osteoartrozou.
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gického zavéru je naprosto nezbytné, nebot podle jedné
znejcitovanéjsich praci soucasnosti vykazuje patrné vét-
Sina vysledkd v biomedicing faleSnou pozitivitu (10).
Pdvodni prace (18) popisuje shodu mezi klinickou
a patologickou diagnézou v 89,7 % hodnocenych mem-
bran, shoda mezi riznymi hodnotiteli (5 patologli) pak
byla 87,1 % (korelacni koeficient pro shodu mezi histo-
logii a mikrobiologickou diagnézou byl 0,767). Vezme-
me-li v ivahu data z recentni publikace (11), na niZ se
spolupodilel jeden z autord koncepce Morawietze a spol.
(Krenn), zjistime, Ze stejn€ jako v nasi studii nebyl ani
jeden asepticky ptipad interpretovdn jako membrana
IL. typu. OvSem podobné jako v nasi studii byla infekc-
ni membrana 2x popsana jako asepticka a jedna infekc-
ni membrina se nedala zaradit. U nds se vyskytly tfi
takové piipady. Jinymi slovy: senzitivita vySetieni (za
predpokladu, Ze sprdavny vysledek u infekci = membrd-
nall. nebo I11. typu) by méla byt podle jejich studie 87 %
(specificita 100 % anegativni prediktivni hodnota 90 %).
Nase horsi vysledky (senzitivita 75% pro spravny vysle-
dek = membrana II. nebo III. typu) je mozné alespon
CasteCné vysvétlit tim, Ze u dvou pacientil jsme tkai ode-
brali pred reimplantaci TEP ve dvojdobém rytmu. V této
fazi by méla byt aktivita infekéniho zanétu nizka.

Klasicka tkanova diagnostika infekci kloubnich na-
hrad se od studie Mirry a spol. (16) soustfedi na pocita-
ni PMN leukocytt v periprotetickych tkanich pfi pozo-
rovani v poli o vysokém rozliSeni (zvétSeni 400-500x).
Tento pfistup se opird o zakladni vyzkum infekcniho
zanétu, ktery spojuje pritomnost bakterii ve tkdnich s in-
vazi PMN leukocytil (¢im vice PMN leukocytt, tim vys-
§ipravdépodobnost, Ze jde o infekci). Studovaly se zmra-
zené fezy, klasické fezy z parafinovych blokl barvenych
hematoxylin-eozinem i dalsi postupy (27). Jako diagnos-
tické kritérium bylo postupné navrZzeno primérné 5 a 10
PMN v 5 pozorovanych polich (21). Morawietz se také
podilel na navrhu, ktery doporucil pouZivat pro infekéni
diagnézu nalez 23 leukocytd v 10 pozorovanych polich
(19). Jini autofi kombinovali histologické kritérium s ji-
nymi diagnostickymi metodami ve snaze zlepSit senziti-
vitu a uchovat specificitu vysetfeni (11).

Na zékladé studia literatury jsme navrhli piidatna bar-
veni, kterd by teoreticky mohla zvysit spolehlivost a pres-
nost histopatologické analyzy periprotetickych tkéni.
Mysleli jsme predev§im na kontext ¢asticové nemoci,
kterou charakterizuje mimo jiné destruktivni tkanova
reakce (Hsp-60) a polarizace tkdilovych makrofagd smé-
rem k M1 populaci (IFN-y). Ukazalo se vSak, zZe vSech-
ny navrzené znaky se intenzivnéji exprimuji predevsim
ve tkanich postizenych infekénim zanétem. Velmi zaji-
mavé bylo zji$téni, Ze se témef vSechna barveni (kromé
CDS8) ukazala jako negativni, pokud se aplikovala u tka-
ni, které jsme ziskali béhem reoperace TEP z jinych
dtvodd, neZli je aseptické uvolnéni nebo infekce kloub-
ni ndhrady. To by naznacovalo, Ze v ur¢ité fazi po implan-
taci TEP se ve tkanich rozvinulo néco, cemu bychom
mohli fikat adaptace nebo tolerance (26). Z nasi studie
neni mozné urcit, jaké konkrétni mechanismy ¢i drdhy
odpovidaji za pozorované navozeni a udrZeni dlouhodo-
bého stavu tkanové adaptace.

PUVODNI PRACE
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Nepfitomnost zvySené exprese prozanétlivych mar-
kertt ve tkanich ziskanych od pacientll s aseptickym
uvolnénim muiiZe souviset s pozdni fazi odpovédi hosti-
tele na pfitomnost degradac¢nich produkti, ptipadné
nestabilni TEP. Tato ¢ast nasi studie se shoduje s litera-
turou (13, 23). Zajimavy nélez predstavuje velmi slaba
az stfedné intenzivni pritomnost CD20 (transmembra-
novy protein charakteristicky pro B lymfocyty), CD4
a CD8 (molekularni znaky T lymfocyti) pozitivnich
bunék v aseptickych periprotetickych tkanich. Ty sice
byly jiZ dfive pozorovany perivaskuldrné v membranéch
ziskanych z rozhrani protéza-kost (5), avSak nikoliv na
povrchu pseudosynovidlnich tkani, coZ by poukazovalo
na urcitou roli specifické imunitni odpovédi v pozdnich
fazich aseptického uvolnéni. Zde je vSak tfeba uvést, Ze
néktefi autori studujici kloubni par kov-polyetylen zjis-
tili velmi nizké koncentrace lymfokint v periprotetic-
kych tkanich a na tomto zakladé uvazuji spiSe o nevy-
znamném podilu lymfocyti na vzniku aseptického
uvolnéni a periprotetické osteolyzy (15). Naopak podil
lymfocytli na tkariové odpovédi vici infekcei je vseo-
becné akceptovan (4).

Podle nékterych autord by také aseptické uvolnéni
mohlo probihat mnohem rychleji a diraznéji (9), pokud
by se na ném podilely bakterie, nebo alespon jejich sou-
¢asti (napf. proteiny bunécné stény, kyselina teichoova ¢i
endotoxiny). Ve prospéch uvedené koncepce svédci zatim
prevazné experimentdlni prace, nepocitdme-li nékolik
praci s nestejnorodym klinickym materidlem (tkané, kul-
tivace, sonikace extrahovanych implantata s PCR), (17,
24). Hodnoceno Cisté kvantitativné a na zakladé nasi defi-
nice infekce kloubni ndhrady, byla u vSech nami vysSet-
fovanych molekul vyrazné vyssi exprese u septickych
selhani ve srovnani s aseptickymi piipady a kontrolami
s TEP, coz by svédcilo spiSe proti této teorii.

NasSe studie ma né€kolik metodologickych omezeni.
Jako nejvyznamnéjsi se na prvni pohled jevi pfitomnost
pouze jednoho hodnotitele, zatimco vétSina podobnych
studii ma dva a vice hodnotitell histologickych prepa-
ratd. V béZné klinické praxi se ov§em také musime Cas-
to spolehnout na stanovisko jednoho spolupracujiciho
patologa. Dale jsme do ni zaradili relativné heterogen-
ni soubor infekénich pacientll, véetné dvou pacientl
pred reimplantaci TEP. V neposledni fadé¢ je moZzné dis-
kutovat o reprezentativnosti pseudosynovidlni tkané.
Podle naseho nazoru jde o tkan, kterdA ma neomezeny
a plny kontakt s degrada¢nimi a otérovymi produkty
endoprotézy stejné jako s bakteriemi indukovanou sig-
nalizaci. Byla pouZita rovnéz v nékolika predchozich
klinickych studiich (12, 20).

ZAVER

V nasi studii jsme zjistili relativné dobrou shodu mezi
klinickou pfi¢inou reoperace a histologickym hodnoce-
nim periprotetickych tkani podle Morawietze a spol.
Doporucujeme proto jeji zavedeni do bézné klinické pra-
xe v novgjsi verzi obsahujici také moZnost odecitat even-
tudlni znamky alergické reakce na implantat a dopro-
vodnou kostni patologii.
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Stanoveni exprese CD20 zvySovalo pravdépodob-

nost spravného urceni infekéni membrany. Vyssi
exprese byly v souboru infekci také v ptipadé CD4,
CD8 a IFN-y barveni, avSak bez podstatného ovlivné-
ni diagnostické presnosti.

U pacientl bez aseptického uvolnéni, periprotetické

osteolyzy a bez infekce se patrné periprotetické tkané
nachézi dlouhou dobu ve vztahu adaptace na endopro-
tézu a jeji odpadové produkty.
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