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CLINICAL BOTTOM LINE

De laatste jaren werden verschillende biomerkers voorgesteld om de diagnostiek van periprothetische infecties
te verbeteren. Voorlopig wordt enkel CRP in serum in de routine gebruikt. Hoewel in de literatuur goede
resultaten werden gezien met interleukine-6 in serum, is de sensitiviteit variabel. Mogelijk kan het in de toekomst
ESR vervangen, om in combinatie met CRP een meer accurate pre-operatieve inschatting van het risico op
infectie te bekomen. De extra kost hiervan is wellicht substantieel doch voorlopig moeilijk kwantificeerbaar
gezien het nog nergens in Belgié in de routine werd geimplementeerd. Interleukine-6 in synoviaal vocht heeft een
goede sensitiviteit en specificiteit, doch de “ideale” cut-off varieert van studie tot studie. Bovendien is de
meerwaarde ten opzichte van synoviale witte bloedceltelling/differentiatie of synoviaal CRP niet overweldigend.
De leukocyt esterase test op synoviaal vocht heeft zeker potentieel in de pre- en peroperatieve diagnostiek van
periprothetische infecties gezien de lage kostprijs en eenvoud in gebruik. ldealiter worden de stalen dan wel
gecentrifugeerd om bloedbijmenging te neutraliseren. Het opsporen van alfa-defensine in synoviaal vocht toont
veelbelovende resultaten, en recent werd een point-of-care test (POCT) ontwikkeld die het gebruik ervan
verder faciliteert en ook peroperatieve diagnose mogelijk maakt. Deze POCT dient echter nog verder uitgetest
te worden in klinische studies, bovendien is de kostprijs aanzienlijk. De BJI Inoplex is een nieuw serologisch
multiplex assay van Diaxonhit waarbij antistoffen worden aangetoond tegen enkele pathogenen die frequente
verwekkers van prothese-infecties zijn. Deze test is nog onvoldoende gevalideerd in klinische studies en is nog

niet commercieel beschikbaar.

CLINICAL/DIAGNOSTIC SCENARIO

Periprothetische infecties zijn een gevreesde complicatie na de plaatsing van een gewrichtsprothese. Het risico

op een periprothetische infectie varieert van 0.3 tot 1.7% voor heupprotheses, 0.8 tot 1.9% voor knieprotheses,
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en is minder dan 1% voor schouderprotheses (I,2). Door toenemende veroudering en obesitas zien we een
toename in het aantal gewrichtsprothesen wereldwijd, en het ligt in de lijn der verwachtingen dat het aantal

infecties verder zal blijven stijgen de komende jaren (3).

Periprothetische infecties worden ingedeeld in early, delayed en late onset infecties, afhankelijk van het begin van
symptomen. Early onset infecties presenteren zich minder dan 3 maanden na de ingreep, en zijn meestal
verworven tijdens de plaatsing van de prothese. Het betreft gewoonlijk virulente pathogenen, zoals S. aureus, en
de infectie presenteert zich vrij typisch met wonddrainage, erytheem ter hoogte van de implantsite, induratie van
de huid of oedeem, gewrichtspijn of vochtuitstorting, en/of koorts. Delayed onset infecties (3-12 maanden na de
ingreep) zijn meestal ook verworven op het moment van implantatie van de prothese; het betreft hier echter
minder virulente pathogenen, zoals coagulase-negatieve stafylokokken (). De klinische presentatie is minder
typisch, omwille van het verlengd, indolent verloop van de infectie, en wordt gekarakteriseerd door blijvende
gewrichtspijn, soms met loskomen van het implantaat. Koorts is aanwezig in minder dan 50% van de gevallen, en
leukocytose slechts in 10% (4). Late onset infecties presenteren zich meer dan |2 maanden na de ingreep en zijn
frequent het gevolg van hematogene verspreiding. De presentatie is hier eerder acuut met plotse tekenen van
infectie bij een voorheen goed functionerende prothese. De meeste hematogene infecties worden veroorzaakt

door S. aureus, beta-hemolytische streptokokken of gramnegatieve bacillen (5).

Omuwille van biofilm vorming op de protheses zijn deze infecties vaak moeilijk te diagnosticeren en te behandelen
(6). Zeker de delayed onset infecties kenmerken zich door een weinig inflammatoir beeld, en de differentiaal
diagnose met aseptisch loskomen van de prothese kan moeilijk zijn op klinische of biochemische basis. Er is
momenteel geen aanvaarde ‘“gouden standaard” voor de diagnose van prothese-infecties; sommige centra
vereisen minstens één positieve cultuur om van infectie te kunnen spreken, doch de sensitiviteit van cultuur
varieert over verschillende studies tussen 39 en 95% en wordt beinvioed door de chroniciteit van de infectie en
voorafgaand antibioticagebruik (7,8). In een poging diagnose en klinische besluitvorming te uniformiseren, werd
zowel door de Infectious Diseases Society of America (IDSA) als door de Musculoskeletal Infection Society
(MSIS) een voorstel gedaan voor klinische, microbiologische en biochemische criteria om tot de diagnose van

periprothetische infecties te besluiten (9,10).

Volgens de IDSA is er sprake van periprothetische infectie indien aan één van volgende voorwaarden is voldaan
9):

- De aanwezigheid van een sinustraject in communicatie met de prothese.

- Acute ontstekingsreactie (zoals gedefinicerd door de anatoompatholoog) op histopathologisch
onderzoek van periprothetisch weefsel.

- De aanwezigheid van purulentie rond de prothese.

- Aanwezigheid van twee of meer culturen, van gewrichtsvocht of van weefsel, die hetzelfde micro-
organisme tonen (gebaseerd op bepaling van genus, species en antibiogram). Een enkele cultuur positief
voor een virulent micro-organisme zoals S. aureus is ook suggestief voor prosthetische gewrichtsinfectie.
Een enkele cultuur positief voor een gekende contaminant (bv. coagulase-negatieve stafylokokken) is
niet noodzakelijk bewijs voor infectie en moet geinterpreteerd worden in de context van andere
bevindingen.

- De aanwezigheid van een periprothetische infectie is niet uitgesloten indien de hierboven vermelde

criteria niet vervuld zijn.
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De MSIS definieerde periprothetische infecties bij zijn laatste expert meeting in 2013 op basis van volgende
criteria (11):
- Aanwezigheid van sinustraject in communicatie met de prothese; OF
- Cultuur van dezelfde pathogeen uit ten minste twee verschillende weefsel of gewrichtsvocht staalnames;
OF
- Aanwezigheid van minstens drie van de volgende criteria:
0 Gestegen erythrocyte sedimentation rate (ESR) (>30 mm/uur) EN C-reactive protein (CRP)
(>10 mg/L) concentratie in het serum,
0 Gestegen synoviale witte bloedcel telling (> 3000/ul) OF ++ verandering op leukocyt esterase
test strip,
0 Gestegen synoviaal percentage neutrofielen (PMN%) (>80%),
O lIsolatie van een micro-organisme in een enkele cultuur van periprothetisch weefsel of vocht, of

0 Positief histologisch onderzoek van periprothetisch weefsel.

Zowel de IDSA als de MSIS criteria worden tegenwoordig frequent gebruikt om de “gouden standaard” voor
diagnose van periprothetische infecties te definiéren. Toch dient opgemerkt te worden dat deze definities
ontstonden als “expert consensus” en dat daarbij expliciet werd vermeld dat een infectie niet helemaal
uitgesloten is indien niet aan de definitie wordt voldaan. Misclassificatie is dus bij zo goed als elke diagnostische

studie een mogelijk probleem.

Ook de klinische bruikbaarheid van deze diagnostische richtlijnen is soms beperkt; bepaalde van deze criteria
kunnen niet standaard bepaald worden in elk ziekenhuis (histologisch onderzoek) of vereisen veel tijd en kunnen
niet voor of tijdens de operatie worden aangetoond (cultuur). Aangezien de chirurgische aanpak van een
protheserevisie sterk kan verschillen al naargelang de diagnose van infectie aanwezig is, is een laattijdige diagnose
vaak problematisch. Idealiter zou er een test bestaan die reeds pre-operatief, snel en niet-invasief, met hoge

sensitiviteit en specificiteit een gewrichtsprothese infectie kan aantonen.

In de zoektocht naar een dergelijke perfecte biomerker kwamen reeds verschillende inflammatoire parameters
naar voren die een rol zouden kunnen spelen in de diagnose van prothese-infecties, waaronder CRP, witte
bloedceltelling, interleukine-6, interleukine-I, procalcitonine, alfa-defensines, leukocyt esterase, TNF-alfa, lactaat,
IFN-alfa, interleukine-8, alfa-2-macroglobuline, VEGF, neutrophil elastase 2, cathelicidine, lactoferrine en vele

andere (12-21). Deze parameters kunnen vaak zowel in het bloed als in het synoviaal vocht worden gemeten.

Recent werd tevens een serologische test ontwikkeld door Diaxonhit, specifiek voor periprothetische infecties,
de BJl Inoplex. Dit is een multiplex immunoassay dat antilichamen opspoort tegen enkele veel voorkomende

verwekkers van prosthetische infecties, zoals S. aureus, S. epidermidis, S. lugdunensis, S. agalactiae en P. acnes (22).

We besloten om in het kader van deze CAT een literatuurstudie te doen om de meerwaarde na te gaan van
enkele van de meest veelbelovende inflammatoire merkers voor prosthetische infecties, met name interleukine-6,
leukocyt esterase en alfa-defensine. We zullen daarenboven deze merkers ook zelf trachten evalueren in een
prospectief onderzoek bij patiénten die in UZ Leuven een revisie voor een gewrichtsprothese dienen te
ondergaan in kader van mogelijke periprothetische infectie. Hierbij zullen we tevens de nieuwe serologische test

van Diaxonhit, de Bl Inoplex, uittesten op serum van deze patiénten.
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QUESTION(S)

)  Wat is de plaats van interleukine 6 in de diagnostiek van prosthetische gewrichtsinfecties?

2) Wdat is de plaats van alfa-defensine in de diagnostiek van prosthetische gewrichtsinfecties?

3) Wat is de plaats van leukocyt esterase in de diagnostiek van prosthetische gewrichtsinfecties?

4) Wdat is de plaats van de BJl Inoplex in de diagnostiek van prosthetische gewrichtsinfecties?
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|. Plaats van interleukine-6 in de diagnostiek van periprothetische infecties

Interleukine-6 is een cytokine dat wordt aangemaakt door monocyten, macrofagen, fibroblasten en T2-
lymfocyten bij beschadiging van weefsel. IL-6 stimuleert dan op zijn beurt weer de aanmaak van acute fase
proteinen in de lever, zoals CRP en serum amyloid A-proteine (23). Het kan dus gebruikt worden om
inflammatie op te sporen, hetgeen reeds werd aangetoond voor bijvoorbeeld sepsis en uitgebreide chirurgie (24-
26). Wirtz et al beschreven reeds in 2000 het potentieel van serum interleukine-6 als inflammatoire merker bij
plaatsing van gewrichtsprothesen, gezien hun bevinding dat IL-6 post-operatief snel stijgt, maximale waarden
bereikte 6 uur na de operatie, om vervolgens snel weer terug te keren naar normale waarden met een
halfwaardetijd van |5 uur. Dit in tegenstelling tot CRP concentraties, die tot verschillende dagen na de chirurgie

verhoogd kunnen zijn (27).

In 2010 verscheen een meta-analyse van Berbari et al, die de waarde van verschillende inflammatoire parameters
in het serum vergeleek met betrekking tot hun rol in de diagnostiek van periprothetische infecties (16). Hierbij
kwam IL-6 in het serum naar voor als een bijzonder veelbelovende merker, met een diagnostische odds ratio van
314.7, in vergelijking met slechts 3.1 voor CRP in serum, 7.2 voor ESR en 4.4 voor perifere witte
bloedceltelling. Gezien deze uitstekende resultaten voor interleukine-6 echter gebaseerd waren op slechts drie

studies, was de conclusie dat meer onderzoek naar IL-6 als merker voor periprothetische infectie aangewezen is.
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Daaropvolgende studies vertoonden eerder uiteenlopende (en minder overtuigende) resultaten voor de waarde
van serum IL-6 als inflammatoire merker; sensitiviteit bij heup- en knieprotheses varieert tussen 36% en 100% al
naargelang de studie en de cut-off die gebruikt werd, met een specificiteit tussen 53% en 90.9% (zie tabel | in
bijlage) (19,20,28,29). Voor schouderprotheses, die notoir moeilijk te diagnosticeren zijn wegens zeer indolent
verloop, heeft IL-6 een merkelijk lagere diagnostische waarde met vooral erg lage sensitiviteit en serum

interleukine-6 wordt hierbij dan ook niet gezien als een nuttige merker (31,32).

Buttaro et al stellen op basis van hun studie voor interleukine-6 te gebruiken in combinatie met CRP, waarbij een
positief resultaat voor zowel CRP als IL-6 een specificiteit van 100% gaf, en een positief resultaat voor hetzij CRP,
hetzij IL-6 alle geinfecteerde protheses kon identificeren (28). Ook Elgeidi et al raadt aan de combinatie van CRP

en IL-6 te gebruiken als screeningstest, en rapporteert hiervoor een sensitiviteit en NPV van 100% (20). Glehr et
al vonden dan weer CRP de meest sensitieve merker in hun panel, met slechts verlies in specificiteit en geen

toename van sensitiviteit wanneer gecombineerd met IL-6 (19).

Betere resultaten zien we wanneer IL-6 wordt onderzocht als synoviale merker; als lokale merker voor
inflammatie blijkt IL-6 zowel specifieker (geen interferentie van andere inflammatoire aandoeningen) als
sensitiever (hogere concentraties van IL-6 door lokale productie) dan dezelfde merker in het bloed (14). De
sensitiviteit en specificiteit van interleukine-6 varieert in de verschillende studies tussen 59.4% en 100% voor
sensitiviteit en 85.7% en 100% voor specificiteit (zie tabel 2 in bijlage) (12,13,15,18,21,29). Ook hier zijn de cut-
offs in de verschillende studies niet dezelfde, en dus moeilijk onderling te vergelijken. Voor schouderprotheses
worden met synoviaal IL-6 in één studie tevens mooie resultaten bekomen; Frangiamore et al vonden een
sensitiviteit van 87% en specificiteit van 90% (33). Uiteraard heeft een synoviale merker wel als nadeel dat, indien
pre-operatief geen gewrichtsvocht kon worden bekomen en de test niet peroperatief kan worden uitgevoerd als
POCT, dit nog steeds de finale diagnose uitstelt tot na de operatie. Bovendien is het onduidelijk of interleukine-6
een toegevoegde waarde biedt ten opzichte van de reeds routinematig uitgevoerde witte bloedcel telling in
gewrichtsvocht. Ook het gebruik van synoviaal CRP zou in dat opzicht in overweging kunnen worden genomen;

sensitiviteit van 85-95.5% en specificiteit van 93.3-95% worden in de literatuur beschreven (34,35).

Een andere mogelijke toepassing van interleukine-6 is om persisterende infectie uit te sluiten bij two-stage
revision. Bij een two-stage revision wordt in eerste fase de geinfecteerde prothese verwijderd en een spacer
geplaatst. De patiént wordt vervolgens behandeld met antibiotica, en in een tweede fase wordt de spacer
verwijderd en een nieuwe prothese geplaatst (6). Het is dan uiteraard zeer belangrijk dat de infectie ter hoogte
van de protheseplaats volledig is uitgeroeid. Hoell et al gingen na of IL-6 een waardevolle parameter zou kunnen
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zijn om voor re-implantatie van de prothese de mogelijkheid van persisterende infectie uit te sluiten (36). Zij
vonden dat bij een serum IL-6 > 13 pg/ml, de positieve predictieve waarde van persisterende infectie 90.9% is. Bij
een [L-6 < 8 pg/ml is infectie onwaarschijnlijk; hierbij vonden zij een negatieve predictieve waarde van 92.1%. Een
interessante observatie was dat IL-6 in het synoviaal vocht niet significant verschilde tussen patiénten met
persisterende infectie versus deze zonder. Serum IL-6 was bovendien performanter dan CRP, dat een PPV van
70% en een NPV van 80% vertoonde in dezelfde studie. Gezien het gunstige kinetische verloop van IL-6 na een
ingreep in vergelijking met CRP, kan serum IL-6 dan ook zeker een toegevoegde waarde betekenen bij de

diagnostiek van persisterende infectie (27). Meer onderzoek hiernaar is echter noodzakelijk.
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Een nadeel van interleukine-6 is de observatie dat deze parameter tevens verhoogd is bij patiénten met
inflammatoire gewrichtsaandoeningen, ziekte van Paget, multiple sclerose en verworven immuundeficiéntie,
hetgeen de klinische bruikbaarheid vermindert (28,29,30). Gezien periprothetische infecties significant meer
voorkomen bij patiénten met reumatoide artritis dan bij patiénten met artrose, is dit mogelijk een probleem
voor een niet geringe groep patiénten (37,38). Er werd bovendien een trend beschreven tot hogere interleukine-

6 waardes bij patiénten met polyethyleen slijtage en osteolyse (17).

Interleukine-6 wordt bepaald met behulp van een ELISA, waarvoor tevens enkele geautomatiseerde assays zijn
ontwikkeld, onder meer door Roche op de Cobas en door Siemens op de Immulite (39,40). Deze assays zijn
gevalideerd voor serum, doch niet voor synoviaal vocht. Voorlopig wordt in Belgié IL-6 enkel bepaald in
studieverband. Er is geen RIZIV terugbetaling.

Voor een manuele ELISA, ontwikkeld voor onderzoeksdoeleinden, is de prijs van de reagentia ongeveer 5 euro
per test, doch dit veronderstelt een maximale optimalisatie van aantal stalen per microtiterplaat. Gezien de lage
volumes patiénten met periprothetische infecties in de meeste centra, is de ware kost vermoedelijk substantieel
hoger. Bovendien zijn manuele ELISA’s vrij arbeidsintensief.

Voor commerciéle assays wordt in Amerikaanse laboratoria een prijs van meer dan 200 USD aangerekend,
terwijl in een Europese studie een merkelijk lagere kost van 22 euro wordt vermeld, hetgeen echter nog steeds

vele malen hoger is dan een routine merker als CRP (32,36).

Voor bepaling van interleukine-6 in serum is het vooral belangrijk dat het serum snel gescheiden wordt van de

cellen; concentraties kunnen significant dalen indien er meer dan 4 uur tussen afname en scheiding van het staal
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zit, hoewel dit niet consistent wordt gerapporteerd (41,42). Na separatie lijkt IL-6 wel vrij stabiel te zijn in
verschillende bewaaromstandigheden (39,41-43).

Over de stabiliteit van interleukine-6 in synoviaal vocht is weinig geweten.

2. Plaats van leukocyt esterase in de diagnostiek van periprothetische infecties

Leukocyt esterase in een enzyme gesecreteerd door neutrofielen die naar een plaats van infectie worden
gerekruteerd. Dit enzyme kan eenvoudig gedetecteerd worden met een colorimetrische strip die reeds geruime
tijd gebruikt wordt voor de diagnose van urinaire infecties (44). De witte bloedcellen worden gelyseerd door een
detergent in de strip, waarbij het esterase vrijkomt dat vervolgens een chemische reactie katalyseert, waarbij een
paarse kleur ontstaat. Het resultaat kan vervolgens semi-kwantitatief worden afgelezen, volgens de

gebruiksaanwijzingen van de producent.

De bruikbaarheid van deze test werd ook reeds onderzocht in andere lichaamsvochten om infectie aan te tonen,
onder meer pleuraal vocht, sputum, BAL vocht, en andere (45-47). De eerste studie om de waarde na te gaan
van leukocyt esterase bij periprothetische infecties was deze van Parvizi et al in 201 | (48). Deze studie op 108
gewrichtsvochten van patiénten die een knierevisie zouden ondergaan, toonde een sensitiviteit van 80.6% en
specificiteit van 100% indien een “++” lezing werd gezien als positief. Indien de test positief wordt beschouwd
vanaf een lezing van “+”, vond hij een sensitiviteit van 100% doch sterk verminderde specificiteit van 41.7%. Men
kan dus uit deze resultaten besluiten dat een infectie bewezen kan worden geacht bij een lezing van “++”, en
uitgesloten bij een negatieve of “spoor” lezing. Zoals te verwachten was er tevens een sterke correlatie tussen
de leukocyt esterase test en het percentage polymorfonucleairen (r=0.7769) en totaal aantal witte bloedcellen
(r=0.5024) in het aspiraat. Aangezien de test snel en eenvoudig kan worden uitgevoerd, hetzij pre-operatief hetzij
peroperatief, is de test potentieel zeer nuttig in klinische besluitvorming. Op basis hiervan stelde Parvizi dan ook
een algoritme voor om de aanpak van mogelijk geinfecteerde protheses te vergemakkelijken (zie bijlage 3). Hij
was bovendien dermate enthousiast over de prestaties van het leukocyt esterase dat hij een “++” lezing op
synoviaal vocht liet toevoegen aan de MSIS criteria voor infectie (I I). Latere studies tonen sensitiviteit variérend
tussen 66% en 100%, met specificiteit variérend tussen 93% en 100% bij “++” resultaat (zie tabel 3 in bijlage) (49-

54).

Een probleem met de visuele lezing van leukocyt esterase strips is contaminatie met bloed en debris; te
bloederige vochten kunnen de kleurverandering maskeren en zijn niet bruikbaar. Hoewel in de studie van Parvizi
wordt vermeld dat knieén met een te bloederig aspiraat werden geéxcludeerd, is het niet duidelijk om welk
percentage van de aspiraten het hier gaat. Een studie van Wetters et al bij 223 heup- en knierevisies in 2012 vond
reeds dat 29.2% van alle aspiraten onleesbaar waren door bloed of debris in het synoviaal vocht (49). Ook
Deirmengian et al rapporteren een vrij hoog percentage (17%) niet-interpreteerbare aspiraten in hun studie bij
46 patiénten (50). In 2013 publiceerden Aggarwal et al echter een “technical note”, waarbij zij aantoonden dat
centrifugatie van het synoviaal vocht, met gebruik van een minicentrifuge die ter plaatse in het operatiekwartier

of consultatieruimte kan gebruikt worden, het probleem van bloederige aspiraten quasi volledig oplost (55).

Uiteraard is de leukocyt esterase test slechts een proxy voor de witte bloedceltelling in het synoviaal vocht, en
specifieker voor het aantal neutrofielen. Het valt dan ook te verwachten dat de test (vals) verhoogd is bij andere
aandoeningen die neutrofielen naar het gewricht rekruteren, zoals inflammatoire gewrichtsaandoeningen, hoewel

een studie in 2012 van Cipriano et al toch nog steeds een uitstekende performantie van WBC telling toonde bij
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patiénten met inflammatoire arthritis (38). Bij falende metal-on-metal protheses werd daarentegen wel
meermaals een vals verhoogde WBC telling aangetoond (53,56,57). Het valt dan ook te verwachten dat de
leukocyt esterase test hier ook vals positieve resultaten kan geven, hoewel in de studie van Tischler et al geen
van de leukocyt esterase testen bij aseptisch falen van een metal-on-metal prothese een “++” resultaat
genereerde (52). Ook polyethyleen slijtage kan verhoogde leukocytose in het gewrichtsvocht veroorzaken, en

vals-positieve resultaten met de leukocyt esterase test zijn hierbij beschreven (53).

Verder is het ook mogelijk dat de test te gevoelig is en tot vals-positieve resultaten leidt in de vroege post-
operatieve periode, gezien reeds werd aangetoond dat synoviale witte bloedceltelling hoger is na een ingreep en

slechts geleidelijk afneemt (58).

Het grote voordeel van leukocyt esterase is ongetwijfeld de snelheid, eenvoud, prijs en universele
beschikbaarheid van de test. De meeste dipsticks zijn verkrijgbaar voor minder dan een halve euro per test. Het
leukocyt esterase is evenwel niet erg stabiel; voor urinalyse wordt aangeraden de test binnen de twee uur uit te
voeren, en na 24 uur in de koelkast is er reeds een significante daling van de leukocyte esterase reactiviteit (59).
Bovendien is deze stabiliteit nooit uitgetest voor niet-urine stalen. Inter-observer variabiliteit is een andere

bekommernis, die eventueel kan voorkomen worden door automatische lezing.

Plaats van alfa-defensine in de diagnostiek van periprothetische infecties

Alfa-defensines zijn antimicrobiéle peptides die in het gewrichtsvocht worden gesecreteerd bij aanwezigheid van
een pathogeen. In 2014 screenden Deirmengian et al een uitgebreid panel aan cytokines en antimicrobiéle
peptides in het synoviaal vocht van 95 patiénten met gewrichtsprotheses, waarbij alfa-defensines een uitstekende
sensitiviteit en specificiteit van 100% vertoonden voor de diagnose van periprothetische infectie, zoals

gedefinieerd volgens de MSIS criteria (15).
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Opvallend is ook dat de levels van a-defensines niet significant correleerden met de witte bloedceltelling in

synoviaal vocht (r=0.08), suggererend dat het hier niet gewoon een proxy van lokale inflammatie betreft.

CD Diagnostics (Zimmer) ontwikkelde daarop een kwalitatief immunoassay voor de detectie van alfa-defensine,
de Synovasure® test. Hierbij moeten de gewrichtsvochten gecentrifugeerd, ingevroren en opgestuurd worden
naar hun centraal laboratorium in Baltimore (Citrano Medical Laboratories, Baltimore, MD, USA) voor uitvoering
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van een alfa-defensine immunoassay. Ze bieden bovendien ook gelijktijdige meting van CRP in het synoviaal vocht
aan, hetgeen vooral de specificiteit zou verhogen (62). Recent werd ook een sneltest ontwikkeld, waarbij een
kleine hoeveelheid gewrichtsvocht wordt vermengd met een buffer, en vervolgens geappliqueerd op een

immunochromatografisch device. Het resultaat kan afgelezen worden na 10 minuten.

De firma claimt een sensitiviteit van 97.4% en specificiteit van 95.8% voor zijn a-defensine assay, met bovendien
excellente sensitiviteit bij cultuur-negatieve infecties en geen beinvloeding van de resultaten door inflammatoire
aandoeningen of voorafgaande behandeling met antibiotica (60,62). Ook patiénten met aangetoonde metallose
werden geincludeerd in de studie, hetgeen resulteerde in een lichte toename van het aantal vals-positieve
resultaten, doch nog steeds een specificiteit van 95.8% opleverde. Bovendien zou de combinatie met synoviaal
CRP ook deze vals-positieve testen correct kunnen identificeren als niet-geinfecteerd, hetgeen werd samengevat
in een diagnostisch algoritme (zie bijlage 5) (62). De studies waar deze resultaten op berusten zijn echter
uitgevoerd in het centrale laboratorium en niet met de sneltest. Het validatiedossier van de sneltest is niet

meteen terug te vinden, en het is dus niet geheel duidelijk of deze test een even goede performantie heeft.
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Verdere studies van Bingham et al en Deirmengian et al bevestigen een hoge sensitiviteit en specificiteit van alfa-

defensine bepaling (zie tabel 4 in bijlage) (50,61).

Bij een directe vergelijking tussen alfa-defensine en leukocyt esterase in synoviaal vocht vinden Deirmengian et al
een hogere sensitiviteit voor alfa-defensine dan voor leukocyt esterase, en ze wijzen er bovendien op dat voor

I 7% van de aspiraten de leukocyt esterase test niet interpreteerbaar was omwille van bloedbijmenging (50). Een
vergelijking die niet helemaal opgaat, aangezien in deze studie de vochten voor alfa-defensine bepaling eerst
werden gecentrifugeerd, hetgeen niet gebeurde voor de leukocyt esterase test. Gezien reeds werd aangetoond
dat centrifugatie de het probleem van bloedbijmenging elimineert, zou leukocyt esterase na centrifugatie
misschien ook betere resultaten hebben kunnen behalen (55). Het is bovendien niet duidelijk of bloedbijmenging
ook negatieve effecten heeft op de Synovasure sneltest; alle tot hiertoe gepubliceerde studies sturen de
gecentrifugeerde en ingevroren stalen naar het centraal laboratorium van CD Diagnostics. Er zijn nog geen

studies gepubliceerd die de sneltest gebruiken.

Deirmengian et al tonen verder in een studie met groot aantal stalen (1937 gewrichtsvochten) aan dat er geen
significante verschillen in alfa-defensine levels bestaan tussen infecties met verschillende pathogenen (63). Ook

minder virulente organismen, zoals coagulase-negatieve stafylokokken, zouden een adequate alfa-defensine
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respons uitlokken. Dit is uiteraard interessant voor indolent verlopende infecties, typisch veroorzaakt door
minder virulente organismen, die moeilijk te diagnosticeren zijn met de huidige criteria en testen. Alfa-defensine
werd dan ook reeds uitgetest voor de diagnostiek van periprothetische schouderinfecties, die zoals gekend vaak
subklinisch verlopen. Een studie van Frangiamore et al vindt een sensitiviteit van 63% en specificiteit van 95%
voor het a-defensine assay (64). Betere resultaten dan verkregen worden met de huidige diagnostische
methoden, doch minder sensitief dan synoviaal IL-6 (33). Bemoedigend is wel dat synoviaal o-defensine ook
significant toenam bij infectie door P. acnes, hetgeen een zeer weinig virulent micro-organisme is dat normaal

weinig inflammatoire respons uitlokt.

Een belangrijk nadeel van de Synovasure test is de kostprijs; de sneltest wordt momenteel commercieel
aangeboden aan 262 euro per test. Bovendien is, zoals vermeld, de sneltest eigenlijk nog niet uitgetest in grote
studies en kan de performantie hiervan nog verschillen van het beschreven assay. Het staal opsturen naar de USA
gaat uiteraard gepaard met een belangrijke meerkost, en bovendien verliest de test dan ook één van de

voornaamste voordelen; dat het pre- of peroperatief als POCT kan gebruikt worden.
Tot slot nog te vermelden dat zowel Bingham als Deirmengian (aanzienlijke) financiéle gunsten verkregen van CD
Diagnostics voor hun participatie in de studie. Het lijkt dan ook aangewezen dat er in de toekomst ook

onafhankelijke studies gebeuren die niet rechtstreeks gefinancierd worden door CD Diagnostics.

Plaats van Bl Inoplex in de diagnostiek van periprothetische infecties

Recent werd door Diaxonhit een nieuw hulpmiddel in de diagnostiek van periprothetische infecties ontwikkeld;
een serologisch assay dat IgG antistoffen zou kunnen aantonen tegen enkele van de meest voorkomende
verwekkers van periprothetische infecties, namelijk S. aureus, S. epidermidis, S. lugdunensis, S. agalactiae en P. acnes.
Zestien proteine antigenen, afkomstig van deze verwekkers, werden geselecteerd door vergelijkende
immunoproteomics, gevolgd door ELISA en Luminex beoordelingen in het serum van patiénten met gekende
periprothetische infectie, en vervolgens verder ontwikkeld voor inclusie in een multiplex immunoassay. Hiervoor
werden recombinant proteinen gekoppeld aan Magplex™ beads (Luminex, Austin, United States). IgG binding
wordt gedetecteerd met R-phycoerythrine-geconjugeerd anti-humaan IgG. Fluorescentie wordt vervolgens
gedetecteerd met een Magpix toestel en Xponent software (22). De resultaten worden uiteindelijk

gepresenteerd per genus, doch niet per species.

Dit serologisch assay werd uitgetest in twee Parijse ziekenhuizen op 455 patiéntenstalen. De diagnose van
gewrichtsprothese infectie werd gesteld aan de hand van de IDSA criteria. Ze beschrijven een sensitiviteit voor
stafylokokken infectie van 72.3% met specificiteit van 80.7%, een sensitiviteit van 75% en specificiteit van 92.6%

voor detectie van S. agalactiae en sensitiviteit van 38.5% en specificiteit van 84.8% voor P. acnes.

Sensitiviteit is niet bijzonder hoog, zeker niet voor P. acnes, doch de auteurs beargumenteren dat het assay
sensitiever is voor infecties ontstaan > 3 maanden na plaatsing van de prothese, de delayed en late onset infecties
dus (met sensitiviteit tot 76% voor stafylokokken en 85.7% voor S. agalactiae). De sensitiviteit voor P. acnes blijft
evenwel een probleem; zoals de auteurs suggereren, is dit mogelijk te wijten aan de antigenen geincludeerd in het

assay, anderzijds betreft het mogelijk een reflectie van de lage virulentie en immunogeniciteit van P. acnes.
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Een ander probleem is de frequente rapportering van “indeterminate results”, die optrad bij 6% van alle
patiéntenstalen in de studie. De gerapporteerde sensitiviteit en specificiteit is berekend na exclusie van deze
stalen, dus de uiteindelijke diagnostische waarde is vermoedelijk lager. Bovendien representeren de bacterien
waartegen het assay gericht is slechts 63.5% van alle gevonden pathogenen in de studie. Deze proportie is in lijn

met wat in de literatuur ook wordt beschreven (1,65).

Wanneer we zelf de algemene sensitiviteit van het assay trachten te berekenen op basis van de gegevens van het
artikel, vinden we dat bij 79 patiénten een infectie met één van de pathogenen geincludeerd in het assay correct
wordt gediagnosticeerd. Op een totaal van 176 geinfecteerde patiénten, bekomen we zo een sensitiviteit van
slechts 44.9%. Indien we enkel het totaal nemen van de patiénten geinfecteerd met één van de geincludeerde
pathogenen, komen we aan |15 patiénten, resulterend in een sensitiviteit van 68.7%, hetgeen echter wellicht een

|n

lichte overschatting is, aangezien in dit “totaal” van | |5 patiénten nog een onbekend percentage van de stalen

geéxcludeerd is op basis van “indeterminate results”.

Ook specificiteit wordt hierdoor overschat, waarbij we zelf op basis van de gegevens in de studie een specificiteit
van 59-76% berekenen voor stafylokokken, 56-89% voor S. agalactiae en 53-84% voor P. acnes, afhankelijk van de
hoeveelheid en aard van polymicrobiéle infecties (data niet gegeven). Tot slot stelt zich ook de vraag of de
antigenen in het assay geen kruisreactiviteit vertonen voor andere antistoffen, en of huidige of doorgemaakte

infecties met pathogenen geincludeerd in het assay de test niet zullen beinvioeden.

Een voordeel van dit assay is ongetwijfeld dat het reeds meteen een identificatie tot op genusniveau van bepaalde
causale kiemen kan geven zonder de nood aan cultuur. Echter, voor antibiogram bepaling dient toch nog steeds
een cultuur te gebeuren. Doordat het assay slechts ongeveer 60% van de causale kiemen omvat, blijft cultuur en
andere diagnostiek sowieso aangewezen. Het is dan ook de vraag wat de klinische toegevoegde waarde van
dergelijk assay zou zijn. Mogelijk zal in geselecteerde gevallen eerder gestart kunnen worden met gerichte

antibiotische therapie, doch dit zal nog moeten aangetoond worden in klinische studies.

De prijs van de test is nog niet gekend aangezien deze nog niet commercieel beschikbaar is, maar zal

vermoedelijk aan de hoge kant zijn gezien de arbeidsintensieve voorbereiding en Luminex technologie.

Conclusie

Voordelen Nadelen
Serum interleukine-6 Niet-invasieve pre-operatieve - Sensitiviteit variabel
diagnose Niet nuttig voor

Synoviaal interleukine-6

Hoge specificiteit

In combinatie met CRP beter
dan CRP + ESR?

Prijs?

Mogelijk nut in uitsluiten
infectie voor second stage
operatie

Sensitief en specifiek

schouderprotheses
Niet bruikbaar bij
inflammatoire aandoeningen,

ziekte van Paget, ...

Cut-off?
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Leukocyt esterase

Alfa-defensine

BJI Inoplex

Mogelijk waardevol bij
schouderprotheses

Prijs?

Universeel beschikbaar

Prijs

Sensitief/specifiek afhankelijk
van cut-off

POCT: pre- of peroperatieve
diagnose mogelijk

Hoge sensitiviteit en specificiteit
Mogelijk waardevol bij
schouderprothese

POCT

Goede resultaten bij
inflammatoire aandoeningen,
voorafgaand antibioticagebruik
en cultuur-negatieve infecties
Pre-operatief, niet-invasief
identificatie kiem op
genusniveau mogelijk

Snel resultaat

Aanvullende informatie bij

vermoeden prothese-infectie

Beter dan synoviaal
CRP/witte bloedcel telling?
Assays niet ontworpen/
gevalideerd voor synoviaal
vocht

Invasief; geen peroperatieve
diagnose mogelijk
Bijmenging bloed/debris
Vals-positieven beschreven
bij polyethyleen slijtage
Metal-on-metal protheses?

Inflammatoire aandoeningen?

Prijs!

POCT nog niet uitgetest in
gepubliceerde studies

Meer onafhankelijk
onderzoek nodig
Vals-positieven bij metal-on-

metal prothesen

Tot 40% van mogelijke
verwekkers niet
geincludeerd in assay
Matige sensitiviteit voor
stafylokokken/
streptokokken

Zeer lage sensitiviteit P.
acnes

Kruisreactiviteit?

Prijs?

Meer onderzoek nodig

To DO/ACTIONS

I) Prospectieve evaluatie van serum interleukine-6, leukocyt esterase op synoviaal vocht en BJl Inoplex
serologie bij patiéntencohort van UZ Leuven die revisie voor prothese dienen te ondergaan. Er werd
besloten geen alfa-defensine te testen op synoviaal vocht omwille van hoge kost (zelfs in studieverband).

2) Opvolgen literatuur met betrekking tot interleukine-6 in two-stage revision en als synoviale merker,

leukocyt esterase en alfa-defensine POCT.

pagina 16/20



3) Retrospectief nakijken van de waarde van synoviaal CRP bij vermoeden prothese-infecties in UZ

Gasthuisberg. Deze test wordt standaard uitgevoerd bij afname van synoviaal vocht, doch het klinisch nut is

voor de orthopedisten niet geheel duidelijk.

ATTACHMENTS

Bijlage |

Tabel |: Performantie van IL-6 in serum (17,19,20,28-32)

Cut-off  Aantal Sensitiviteit ~ Specificiteit PPV NPV gewrichten

(pg/ml) patiénten
Di Cesare et 10 58 100% 95% 89% 100% Heup/knie
al, 2005
Bottner et al, 12 78 95% 87% 74% 98% Heup/knie
2007
Buttaro et al, 10 69 36% 94% 57% 88% Heup
2010
Elgeidi et al, 10.4 40 100% 90.9% 79% 100% Heup/knie
2014
Glehr et al, 2.6 84 92% 53% 78% 79% Heup/knie
2013
Randau et al, 2.6 120 79.5% 58.3% 55.9% 80.8% Heup/knie
2014
Grossoetal, 5 69 12% 93% 50% 67% Schouder
2014
Villacis et al, 10 34 14% 95% 67% 61% Schouder
2014
Bijlage I
Tabel 2: Performantie van IL-6 in synoviaal vocht (12,13,15,18,21,29,33)

Cut-off  Aantal Sensitiviteit  Specificiteit PPV NPV gewrichten
(pg/ml)  patiénten

Nilsdotter- 10000 85 69% 93% 75% 91% Heup
Augustinsson et
al, 2007
Deirmengian et 13350 51 100% 100% 100% 100% Heup/knie
al, 2010
Jacovides et al, 4270 74 87.1% 100% 100% 91.5% Heup/knie

2011

pagina 17/20



Randau et al, 2100 120 59.4% 85.7% 74.4% 76.5% Heup/knie
2014

Lenski et al, 2014 30750 69 90% 94.7% 93.3% 92.3% ?
Deirmengian et 2300 95 89% 97% 93% 93% Heup/knie

al, 2014
Frangiamore et 3593 32
al, 2015

87% 90% 87% 90% Schouder

Bijlage 11l

Praaperative Algorithm | ).

, . Py

f ~.,
f ) | < Decision
| Painful Total Knea | .
| Arthroplasty }I
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—LE - or trage) < " et KLE ™ LE (+4) (e
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LE(+)
¥

Diagnosis of
Periproathetc . \ Perlprosthatic
Pariprosthetic
Joint Infection Joint Infection Jaint Infection
Unlikedy ) Wery likely

r L
- - . /,f-_‘_h“-

4 , v . ",
“ Mo further workup Full workup *, . '
{ 7 / Aspirate fluid seant
| unless high \ |: Including serology, | for culture and

suaplcion by ,l' | fluld cell count/ \ : |
! \ K organism isolation
\'\_\. surgecn S " culture y \\x_ ___/

Intrzoperative Algarithm

| Painful Total Knea |
| Arthroplasty |

Mo ive
(- of trace : Aspm P LE [++}

Diagnosis of .

Pariproathetic Pmp:mr;wlc

Jgint Infection Joint Infection
Wery liksly

N Ly SR B
" Mo further workup \ 7 Perfammiull /" Sugeoncan
required unless high { intraoperative % f mrsurg freatment |
| susgicion. Surgeon | | workup inchuding J | Tor periprosinetic |
can pursue aseptic ! Gram gtgin and kS infection /
N revisn S __frozen section N e
Uit: Parvizi et al (48)
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Bijlage IV

Tabel 3: Performantie van leukocyt esterase test in synoviaal vocht (48-54)

Cut-off Aantal Sensitiviteit ~ Specificiteit PPV NPV gewrichten
Parvizi etal, ++ 108 80.6% 100% 100% 93.3% Knie
2011

4+ 93.5% 86.7% 72.5% 97.3% Knie
Parvizi etal, ++ 17 80% 100% 100% 92.3% Knie
2011

+H++ 100% 41.7% 41.7% 100% Knie
Wetters et +/++ 223 93.3% 77% 37.8% 98.7% Heup/knie
al, 2012
Tischler et ++ 189 66% 97.1% 89.7% 88% Heup/knie
al, 2014

+++ 79.2% 80.8% 61.8% 90.1% Heup/knie
Guenther et  ++/+++ 364 100% 96.5% 82% 100% Heup/knie/
al, 2014 schouder
Shafafy et al, ++/+++ 109 81% 93% 74% 95% Heup/knie
2015
Colvinetal, ++ 57 100% 97% 95% 100% Heup/knie/
2015 elleboog
Deirmengian ++ 46 69% 100% 100% 77% Heup/knie
etal, 2014
Bijlage V

Synovial Fluid a.-Defensin
negative positive
|
Synovial Fluid CRP
negative positive
e N
Aseptic Diagnosis PeriprostheticJoint Infection
Fig. 4

a-defensin and CRP results are assessedin a combined algorithm. The CRP
test is specifically utilized to improve the specificity of the combined

algorithm. ) ) )
Uit: Deirmengian et al (62)
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Bijlage VI

Tabel 4: Performantie van alpha-defensine test in synoviaal vocht (15,50,61-64)

Aantal Sensitiviteit Specificiteit PPV NPV Gewrichten

Deirmengian 95 100% 100% 100% 100% Heup/knie
etal, 2014

Deirmengian 149 97% 96% 90% 99% Heup/knie
etal, 2014

Deirmengian 46 100% 100% 100% 100% Heup/knie
etal, 2014

Bingham et 6l 100% 95% 90% 100% Heup/knie
al, 2014

Frangiamore 33 63% 95% 88% 88% Schouder

etal, 2015

Revisie 140224: geen wijzigingen
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