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Abreviaturas

CMBD: Conjunto minimo basico de datos
EPS: Sustancias poliméricas extracelulares
ETP: Potencial endégeno de trombina

IL-6: Interleuquina-6

LT: tiempo de latencia

min: minuto

ml: mililitro

NETSs: Neutrophil extracellular traps

ng: nanogramo

nM: nanomolar

pg: picogramo

PK: Altura maxima del pico

RACat: Registre d"Artroplasties de Catalunya
RT: Temperatura ambiente

TGT: Test de generacion de trombina
ttPeak: Tiempo al pico

Vellndex: Velocidad de generacion de trombina o pendiente de la curva
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2. Resumen

La infeccion protésica es wuna complicacibn que involucra cirugia de
reemplazamiento, dafio del tejido, degradacion del hueso y un incremento asociado
a costes médicos y de cuidados del paciente. Actualmente, no hay ningin método
diagnostico que ofrezca una sensibilidad y especificidad del 100% en todos los
casos de infeccion protésica. Surge pues, la necesidad de buscar nuevos
biomarcadores que permitan una efectiva y rapida identificacion de la subpoblacién
de pacientes con infeccion protésica a fin de poder dirigir un tratamiento rapido y
eficaz, ademas, de poder seguir la evolucion para asi, poder personalizar el manejo

de cada paciente de forma temprana.

Los neutréfilos son la primera linea de defensa contra una infeccién bacteriana. Los
neutrophil extracelular traps (NETs) son redes extracelulares de DNA, histonas y
proteinas de los granulos que liberan los neutréfilos en respuesta ante un estimulo
inflamatorio o ante la presencia de patégenos. Ademds, ante estos estimulos
inflamatorios o infecciosos, los neutrdfilos liberan alfa-defensina la cual presenta

funciones microbicidas, quimiotacticas y citotoxicas.

En este estudio evaluamos el potencial diagndstico y pronéstico de los NETSs, del
test de generacién de trombina, de las alfas-defensinas de los neutréfilos y de la

interleuquina proinflamatoria (IL-6) en las infecciones protésicas.
3. Palabras clave

Infeccion protésica, NETs, test de generacion de trombina, alfa-defensina,

interleuquina-6.
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4. Introduccion
4.1. Definicién

El implante de protesis articulares ha supuesto un gran avance sanitario en las
Gltimas décadas. Las protesis constituyen un método eficaz para mejorar el dolor y la
movilidad articular en pacientes con patologia articular crénica. Por otra parte, las
protesis también son utilizadas como tratamiento ante algunos tipos de fractura

como podria ser la fractura subcapital de fémur (Franco Arenaz, 2017).

La Musculoskeletal Infection Society (MSIS) convocé en 2011 un grupo de trabajo
donde se definieron los criterios clinicos para el diagnostico de infeccion de protesis
articular (Parvizi, J., Zmistowski, B, et al, 2011) (anexo 1). En agosto de 2013, se
celebré la primera International Consensus Meeting on periprosthetic joint infection,
estd acepto la definicion de la MSIS cambiando solamente un criterio mayor, la
esterasa leucocitaria, que paso a ser menor. En octubre de 2018 se realiz6 la
segunda International Consensus Meeting on periprosthetic joint infection (Parvizi, J.,
Tan, T. et al, 2018) (anexo 2).

Asi, la definicion de infeccidn protésica segun la International Consensus Meeting on
periprosthetic joint infection de 2013 se realiza cuando se cumplen los siguientes

criterios:

1. Dos cultivos periprotésicos positivos con organismos fenotipicamente

idénticos.
2. Un tracto sinusal que se comunica con la articulacion.
3. Tres de los siguientes criterios menores:

1. Elevada proteina C reactiva sérica (PCR) y velocidad de sedimentacién
globular (VSG).

2. Elevado recuento de glébulos blancos en liquido sinovial (WBC) o

cambios en la tira reactiva de esterasa leucocitaria.

3. Elevado porcentaje de neutréfilos polimorfonucleares en liquido
sinovial (PMN).
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4. Analisis histolégico positivo de tejido periprotésico.
5. Un solo cultivo positivo.

Cuando no se llegan a cumplir todos los criterios diagndsticos de infeccion protésica,
el diagndstico es dudoso, lo cual dificulta el manejo del paciente. Ello viene agravado
por el hecho de que ningin método diagnostico disponible tiene una sensibilidad y
especificidad del 100% (Stone et al, 2019).

4.2. Importancia de las infecciones

La infeccion de prétesis articular supone actualmente un problema de primera
magnitud en la salud publica de la mayoria de paises desarrollados. La implantacion
de una protesis de cadera, rodilla y, en menor medida, de hombro y otras
articulaciones son un hecho habitual en los hospitales de Espafia donde la infeccion

es la principal complicacién (Ariza, J. et al, 2008).

En 2010 en Estados Unidos se implantaron un total de 332.000 protesis de cadera 'y
719.000 de rodilla. Se prevé que en 2030 este niumero ascienda a 572.000 y 3.48
millones, respectivamente. En Espafia no existe un registro de artroplastias
implantadas, sin embargo, segun el conjunto minimo basico de datos (CMBD) que
extrae los datos a partir de los informes de altas de los hospitales del Sistema
Nacional de Salud, en 2015 se colocaron en Espafia 25.496 protesis de cadera y
42.401 de rodilla.
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Figura 1. Prétesis totales de rodilla implantadas en Espafia durante el periodo 1997-
2015.

Fuente: Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad. Instituto de Informacién Sanitaria.
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Figura 2. Prétesis totales de cadera implantadas en Espafia durante el periodo 1997-
2015.

Fuente: Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad. Instituto de Informacién Sanitaria.
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Segun el Registre d"Artroplasties de Catalunya (RACat), durante el periodo de 2005-

2014, en Cataluiia se realizaron 46.488 artroplastias primarias de cadera y 5.237 de

revision, 33.639 artroplastias primarias de rodilla y 6.689 de revision, Este registro

muestra un aumento de procedimientos realizados en el dltimo afio. El RACat es un

registro voluntario en el cual participo un 85% de la actividad del sector publico en
Catalufia durante el periodo 2005-2014.

Artroplastias de
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3.000
2.000
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Afio
¥ Primary
®Revision

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
1458 3.716 3.868 4.157 5086 5755 5472 5938 5517 5521
151 411 414 476 598 748 716 609 522 592

Figura 3. Artroplastias de rodilla (primarias y de revision) realizadas en Catalufia
durante el periodo 2005-2014.

Fuente: RACat. Tercer informe (2005-2014). Agencia de Calidad y Evaluacion Sanitaria de Catalufia.
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Figura 4. Artroplastias de cadera en Catalufia en el periodo 2005-2014 (primarias y

de revision)
Fuente: RACat. Tercer informe (2005-2014). Agencia de Calidad y Evaluacién Sanitaria de Cataluia.

Las infecciones asociadas a un procedimiento quirdrgico y, en particular, las
infecciones protésicas, constituyen una situacion devastadora para el paciente y
comportan un gasto sanitario muy elevado. Los costes del tratamiento de una

prétesis infectada incluyen (Franco Arenaz, 2017):
e Costes directos:
o Intrahospitalarios: tratamiento quirurgico, antibioterapia...

o Extrahospitalarios: visitas al ambulatorio de control y seguimiento,

farmacia...
e Costes indirectos: descenso de la productividad, absentismo laboral...

El coste medio del tratamiento de una infeccién protésica asciende a 23.583 euros.
La infeccion comporta una gran morbilidad y también una mortalidad entre el 2 y 7%
en pacientes mayores de 80 afos. El riesgo de infeccidn protésica viene dado por la
tasa de incidencia de protesis-afio. El riesgo de tener una colonizacion hematégena
o desarrollar una infeccion posquirdrgica de aparicion tardia persiste a lo largo de la

vida de la proétesis. Esta tasa es de 5,9 por cada 1000 prétesis/afio durante los

11
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primeros dos afios tras el implante y de 2,3 por cada 1000 protesis/afio durante los

siguientes 8 afos (Ariza, J. et al, 2008).
4.3. Patogenia

Las infecciones protésicas son fruto de una interaccion entre el huésped, los

microorganismos y el biomaterial protésico.

Segun la composicion y propiedades del material protésico, éste puede facilitar en
mayor o menor medida la implantacion de microorganismos incluso por aquellos de
baja virulencia. Una vez estos microorganismos se han adherido al implante, se
inicia la formacién de una biocapa, conocida como biofilm, que se forma con notable
rapidez, considerandose madura en 7 dias. Las bacterias quedan aglutinadas por un
polisacarido bacteriano llamado “slime”. El biofilm se encuentra rodeado de una
matriz mucilaginosa, producida por los propios microorganismos, que consiste en un
conglomerado de diferentes tipos de biopolimeros, conocidos como sustancias
poliméricas extracelulares (EPS), que conforman el soporte para la estructura

tridimensional del biofilm.

En las capas mas profundas del biofilm encontramos una menor concentracion de
nutrientes, oxigeno y una caida del pH, en el que las bacterias se encuentran en
fase estacionaria. Estas bacterias se exponen a una concentracibn minima de
antibioticos y, por tanto, son mas resistentes a la accién de los mismos. La
respuesta microbiana deficiente en estas infecciones se debe, entre otras cosas, a
una funcion fagocitaria alterada en las inmediaciones del cuerpo extrafio y la

presencia de bacterias intracelulares.

Las bacterias de la superficie recuperan su estado plancténico o de libre flotacion
por desprendimiento y son las que producen los sintomas, sin embargo, son mas

sensibles a los antibioticos. (Ariza, J. et al, 2008; Franco Arenaz, 2017).

En la mayoria de casos la prétesis se expone a los microorganismos en el mismo
quiréfano o en el postoperatorio. Aunque, esta infeccién puede manifestarse mucho
tiempo después. El 75% de los casos, la infeccion es causada por cocos
grampositivos, el 10-15% estaria causada por enterobacterias y Pseudomas

aeruginosa, el 10-15% por Streptococcus y Enterococcus faecalis y menos del 5%

12



Estudio de marcadores inmuntrombéticos para el diagndstico de infeccion protésica

por bacterias anaerobias Propionibacterium acnes. En muchas ocasiones, las

infecciones protésicas son infecciones polimicrobianas.

Indculo Crecimientoy Maduracion ~ Desprendimiento
bacteriano formacion del .
“slime”

o®
0o ‘Oo.

® 0‘0%00 .‘ g o.
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Figura 5. Patogenia: Biocapas bacterianas
4.4. Respuesta de los neutréfilos ante una infeccion protésica

Los neutrofilos son considerados la primera linea de defensa contra las infecciones
bacterianas. Para la correcta activacion de los neutréfilos, €éstos necesitan reconocer
su diana. Las bacterias en estado plancténico seran destruidas por medio de
opsonizaciéon. Sin embargo, se desconoce el mecanismo de respuesta especifico
ante los biofilms bacterianos. Se ha visto que en presencia de biofilms infectados por
S. aureus o S. epidermidis, los neutrofilos actian en ausencia de anticuerpos o de
proteinas de complemento. Ademas, la fagocitacion de estos biofilms no requiere

opsonizacion.

Se ha descrito que los neutrofilos pueden activarse con las EPS del biofilm, como el

acido lipoteicoico, el peptidoglicano y la proteina de shock térmico GroEl.

Los neutréfilos, como respuesta ante un estimulo inflamatorio o ante la presencia de
patdgenos, sufren una extravasacion del contenido nuclear interno y citoplasmatico
al medio externo también llamado NETosis. Este mecanismo se caracteriza por la

liberacion al medio extracelular de la cromatina nuclear, DNA, proteinas como
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elastasa, mieloperoxidasa, calprotectina y otras enzimas bactericidas, lo que
conlleva la captura e inactivacion de los patégenos. Con ello se forman los neutrophil
extracelular traps (NETs) que participan en mecanismos de defensa inmunitaria.
Ademas, los NETSs, son altamente protrombdticos y se han relacionado con multiples
patologias como trombosis y cancer debido, entre otros mecanismos, a la inhibicion
de anticoagulantes naturales como la proteina C (Dapunt, U et al, 2016; Hahn, J. et
al, 2016). Por ultimo, ante un estimulo inflamatorio los neutrofilos liberan alfa-
defensinas contenidas en los granulos azurdéfilos con funcion microbicida,
quimiotactica, inmunomoduladora y citotoxica (Lemos Luengas & Sarmiento, n.d;
Bruno Rivas-Santiago et al, 2006). Ademas, la interleuquina 6 (IL-6) es una molécula
pleiotrépica con acciones proinflamatoriasestimuladas por infecciones de ciertos
microorganismos (Saavedra et al, 2010), cuyos niveles estdn aumentados en

condiciones sépticas.
4.5. Test de generacion de trombina

El test de generacion de trombina (TGT) es un ensayo global de la coagulacién que
mide la capacidad del plasma para generar trombina. La trombina es la piedra
angular de la cascada de la coagulacion, puesto que es capaz de activar al
fibrinbgeno y producir el coagulo de fibrina. Por lo tanto, el TGT tiene potencial
utilidad para identificar individuos con una elevada capacidad protrombética. Es muy
comun identificar la presencia de un coagulo en la zona de infeccion protésica, por lo
que el TGT podria ayudar a identificar aquellos pacientes que presentan una
infeccién subclinica o incluso diagnosticar la remision de la misma (Bioanalisis,
2016).

5. Hipotesis

Actualmente no existe ningin método diagndstico de infeccion protésica con una
sensibilidad y especificidad al 100%. Por ello, numerosos diagndsticos se catalogan
como dudosos, lo cual dificulta el manejo del paciente. En este estudio evaluamos el
potencial de los NETSs, alfa-defensina, IL-6 y el test de generacion de trombina como

marcadores de diagndstico y pronostico de las infecciones protésicas.

14
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6. Objetivos

El objetivo general de nuestro estudio fue la identificacion de nuevos marcadores
inmunotrombadticos que permitan una identificar aquella subpoblacion de pacientes
con una infeccion protésica, con el fin de poder realizar una intervencién terapéutica

rapida y eficaz.

Los objetivos especificos son:

e Explorar el papel de los NETs en el desarrollo y resolucion de las infecciones
protésicas.

e Evaluar el valor diagnostico y prondstico de la alfa-defensina, IL-6 y del test de
generacion de trombina.

e Crear un algoritmo con valor diagnostico-prondstico que incluya variables clinicas

y los nuevos marcadores estudiados.
7. Materiales y métodos
7.1. Sujetos de estudio:
Nuestro estudio incluyd 2 grupos clinicos:
e Pacientes consecutivos y prospectivamente recogidos con prétesis infectadas.
e Pacientes consecutivos y prospectivamente recogidos con protesis no infectadas.
El esquema para la obtencién de muestras de los pacientes fue el siguiente:

A los pacientes con protesis infectadas se les recogié una muestra de sangre justo
antes de la intervencion quirdrgica de reemplazo de la prétesis por un espaciador.
Se realiz6 un seguimiento clinico y, en un periodo de 6-8 semanas, se obtuvo la
segunda muestra de sangre justo antes del remplazo del espaciador por la nueva

protesis.

A los pacientes sin infeccion protésica se les recogieron muestras de la misma forma

gue a los pacientes con infeccidn protésica.

El diagnostico de infeccion protésica esta basado en los criterios establecidos en el
International Consensus on Prosthetic Joint Infection del 2013. En este estudio

excluimos aquellos pacientes que estaban en tratamiento antibidtico durante la
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recogida de muestras de sangre o aquellos con una coagulopatia congénita o
adquirida. En cada recogida de muestras, obtuvimos 2 tubos de sangre

anticoagulada con citrato de cada uno de los pacientes.
7.2. Extracciony conservacion de las muestras de plasma

La sangre se extrajo de la vena antecubital sin usar compresion con una aguja de
calibre 21 en tubos Vacutainer (BD Diagnostics) con 0.109 M citrato de sodio,
descartando los primeros 3 ml. Las muestras fueron procesadas durante la 18 y 22
hora después de la extraccion. Las muestras de sangre se centrifugaron a 1811g,
durante 30 minutos a 4° C para la obtencién de plasma y se alicuotaron y congelaron
a -80°C.

7.3. Cuantificacion de los marcadores de NETs

Puesto que no existe un método directo para medir los NETs circulantes en el
plasma, cuantificamos el nivel de nucleosomas, los nucleosomas son un complejo
de DNA e histonas que representan los componentes basicos de la cromatina. Un
nucleosoma comprende aproximadamente 150-200 pb de DNA envuelto alrededor
de un nucleo de proteinas de histonas doble representadas H2A, H2B, H3 y H4. Un
DNA enlazador de 10 a 100 pb conecta los nucleosomas y la histona H1 se une al
DNA enlazador, es importante para la organizacion de la cromatina. Los
nucleosomas plasmaticos se cuantificaron utilizando el kit (Cell Death Detection Kkit,
Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, los nucleosomas se
cuantifican utilizando un anticuerpo de captura contra un epitopo compartido por
todas las histonas y un anticuerpo de deteccién contra el DNA. La absorbancia se
registrd en un lector de placas de revelacion MRXTC (Thermo Labsystems) (anexo
3).

El DNA libre circulante se midi6 como marcador del contenido nuclear del neutrdfilo.
(Quant-iT PicoGreen kit, Invitrogen) (anexo 4). El plasma se diluyé en tampon TE
(Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5). Se mezclaron cien microlitros de plasma
diluido con 100 pl de TE que contenia Quant-iTTM PicoGreen (dilucion de 200
veces) para marcar el DNA libre circulante. La fluorescencia se registr6 en un

fluorbmetro SpectraMax Gemini XS (Molecular Devices). Las concentraciones de
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DNA libre circulante se calcularon en base a una curva estandar de concentraciones

conocidas de A DNA (Life Technologies) incluidas en cada placa.

La calprotectina se midi6 como marcador citoplasméatico, pertenece a un grupo de
proteinas S100 que se unen al calcio y es expresada principalmente por neutroéfilos y
monocitos circulantes, en los que representa el 50% de las proteinas citosdlicas. La
calprotectina se usa como marcador de diagnostico de la inflamacion en el plasma
humano y se libera junto con el DNA durante la NETosis. La calprotectina plasmatica
se cuantificd utilizando el kit ELISA de calprotectina humana (Human Calprotectin
ELISA kit, Hycultbiotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. La absorbancia
se registr6 en un lector de placas de revelacion MRXTC (Thermo Labsystems)

(anexob).

Por ultimo, la mieloperoxidasa se midi6 como marcador del contenido de los
granulos del neutrdfilo. Es una hemoproteina almacenada en los granulos de
neutréfilos y monocitos, son conocidas por producir especies reactivas de oxigeno.
La mieloperoxidasa es particularmente abundante en neutrofilos, representa el 25%
de las proteinas granulares y el 5% de todas las proteinas, y se libera junto con el
DNA durante la NETosis. La mieloperoxidasa plasmatica se cuantificd utilizando el
kit ELISA MPO (humano) (Abnova) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
absorbancia se registré en un lector de placas de revelacion MRXTC (Human MPO
ELISA kit, Abnova) (anexo 6)

7.4. Cuantificacion de la respuesta inflamatoria de los marcadores de

neutroéfilos

Cuantificamos la interleuquina proinflamatoria IL-6 plasmatica. IL-6 es una citoquina
multifuncional que regula las respuestas inmunitarias, las reacciones de fase aguda
y la hematopoyesis y puede desempeiar un papel central en los mecanismos de
defensa del huésped. Se cuantificd utilizando el kit (Human IL-6 High Sensitivity
ELISA Kit, Diaclone) (anexo 7).

La alfa-defensina HNP1-3 proviene del neutrdfilo. Las defensinas de los neutrdfilos
humanos (alfa-defensinas, HNP1-3) pertenecen a la familia de los péptidos
microbicidas catidnicos que contienen trisulfuro, ejercen actividad microbicida,

quimiotactica, inmunomoduladora y citotoxica y participan en la defensa del huésped
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y la inflamacién. Se cuantific6 mediante el kit (Human ELISA Kit, Hycultbiotech)

(anexo 8). HNP1-3 representa el 99% del total de las defensinas provenientes del
neutrofilo presentes en el plasma.

7.5. Test de generacion de trombina

El test de generacion de trombina se llevd a cabo por medio de un ensayo
automatizado (CAT, Thrombinoscope BV). La generacion de trombina en el plasma
a analizar se inici6 mediante la adicién de factor tisular, fosfolipidos y calcio, y la
trombina generada se cuantificO mediante un sustrato fluorogénico. La fluorescencia
se midi6 en un lector de fluorescencia (Fluoroskan Ascent, Thermo Labsytems)
equipado con filtros de 390/460 nm. Los parametros a partir de las curvas de
trombina generada se obtuvieron mediante el Thrombinoscope sofware
(Thorombinoscope BV): tiempo de latencia (LT), que es el tiempo en min que tarda
en comenzar a aparecer la trombina; potencial endégeno de trombina (ETP), que es
el are bajo la curva de generacion de trombina y se expresa en nM*min); la altura
méaxima del pico (PK; nM), el tiempo al pico (ttPeak) que es el tiempo en min que se
tarda en llegar al pico maximo; velocidad de generacion de trombina (vellndex), que

corresponde a la pendiente de la curva y se expresa en nM/min).
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Figura 6. Curva obtenida con el TGT en la que podemos observar las diferentes
variables: LT, ETP, PK, ttPeak, vellndex.
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7.6. Analisis estadistico

Realizamos el analisis estadistico utilizando R (version v3.6). Presentamos las
variables continuas como media y desviacion estandar (DS) y mediana y rango
intercuartilico, y las variables categoricas como recuento y porcentaje. Evaluamos la
asociacion de los marcadores de NETS, alfa-defensinas, IL-6 y parametros del TGT
con la infeccion protésica, comparando los niveles de cada marcador entre los tres
grupos clinicos (con y sin infeccion protésica y dudosos) mediante el test Wilcoxon-
Mann-Whitney. Ajustamos un modelo de regresién logistica elastic net (Zou, H., and
Hastie, T.,2005) para predecir el riesgo de infeccion protésica utilizando los niveles
de los marcadores de NETS, alfa-defensinas, IL-6 y test de generacién de trombina
antes de la cirugia. La formula para calcular el riesgo de infeccion protésica en cada
paciente se construy6 con los coeficientes resultantes del modelo para cada variable
predictiva. La capacidad predictiva del modelo se evalu6 mediante la estimacion del
area bajo la curva (AUC) ROC (Receiver Operating Characteristic) corregida por
optimismo utilizando 1000 repeticiones bootstrap. Consideramos los resultados

estadisticamente significativos cuando P <0,05.
8. Resultados

Realizamos un analisis descriptivo de todos los parametros estudiados (marcadores
de NETSs, alfa-defensina, IL-6 y parametros del TGT) comparando los tres grupos
clinicos de pacientes: pacientes con y sin infeccion protésica y los de diagndstico
dudoso por no cumplir los criterios establecidos en el International Consensus

Meeting on periprosthetic joint infection (Tabla 1).

Tabla 1. Analisis descriptivo de los parametros estudiados en los diferentes grupos

clinicos: marcadores de NETSs, alfa-defensina, IL-6 y parametros del TGT.

Media (SD) / n(%) Media (SD)/ n(%) Media (SD) / n(%)

Mediana (1st, 3rd Mediana (1st, 3rd Mediana (1st, 3rd
Q.) Q.) Q.)

Edad (afios) 70.28 (10.51) 67.67 (12.17) 70.82 (7.01)
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72.4 (64.98, 77.43) 70.6 (61.1, 76.15) 71.2 (64.6, 72.7)
Calprotectina (ng/ml)  2768.29 (1719.66) 1379.01 (868.16)  2342.14 (1374.96)

2177.65 (1668.62, 1241.9 (770.5, 22455 (1383,

3603.43) 1731.2) 2759.7)
DNA (ng/ml) 1083.24 (230.88)  865.76 (107.15) 955.43 (117.25)
1020 (938.9, 865.7 (814.65, 985.6 (853.5,
1139.77) 912.7) 1033.8)
Mieloperoxidasa 112.45 (71.38) 150.53 (158.85) 115.19 (78.93)
(ng/ml)
106 (73.33, 125.2) 98.2 (66.88, 90.3(78.8, 113.7)
129.98)
Alfa-defensina (ng/ml) 9.03 (12.03) 6.14 (6.19) 10.33 (8.31)
5.6 (3, 9.72) 6 (0, 8.5) 8.7 (5.5, 12.4)
IL-6 (pg/ml) 19.87 (37.56) 7.39 (8.25) 6.42 (7.3)
8.77 (4.47,19.19) 4.91(2.72,7.87)  4.22(3.2,5.65)
Nucleosomas (Ul) 0.08 (0.08) 0.08 (0.06) 0.08 (0.07)
0.05 (0.04, 0.07)  0.07 (0.04, 0.1) 0.05 (0.04, 0.13)
Lagtime (min) 6.3 (2.11) 5.19 (0.96) 6.14 (0.87)
5.65 (4.97,6.95) 5 (4.4,5.8) 6.1 (5.7, 6.6)
ETP (nm*min) 1541.17 (422.56)  1667.63 (414.63)  1494.7 (443.83)
1589.45 (1369.9, 1670.9 (1398.6, 1479.9 (1250.9,
1745.5) 1986.3) 1834.7)
Peak (hm) 135.62 (58.19) 159.63 (56.73) 127.44 (47.7)
128.25 (99.1, 154.1 (125.45, 129.1 (90.4,
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174.33) 199.65) 151.9)
ttpeak (min) 12.47 (3.17) 11.52 (4.79) 12.27 (1.57)
11.95 (10.12, 10.6 (9.45,11.85) 12 (11.4,13.9)
13.93)
Velindex (min) 25.31 (17.13) 31.06 (16.75) 21.94 (9.83)
22.05 (12.67, 28 (18.8, 40.25) 22.9 (12.5, 27.8)
33.62)
Starttail (min) 36.6 (5.85) 30.74 (7.59) 35.74 (3.69)
36.5 (32.6,40.52) 31.8 (29, 35.2) 35 (33.6, 36)
sexo
hombre 12 (50%) 12 (44.44%) 5 (55.56%)
mujer 12 (50%) 15 (55.56%) 4 (44.44%)

Seguidamente, analizamos las diferencias de los niveles de cada una de las
variables estudiadas entre los pacientes con infeccidén protésica y los pacientes sin
infeccion protésica. Asi, encontramos diferencias significativas en los niveles de
DNA libre circulante entre los pacientes con infeccion protésica (865,76 ng/ml +
107,15) y los pacientes sin infeccién protésica (1083,24 + 230,88) (P<0,001) (Figura
7B), calprotectina entre los pacientes con infeccion protésica (1379.01 ng/ml *
868.16) y sin infeccion (2768.29 + 1719.66) (P<0,001) (Figura 7A), lagtime entre los
pacientes con infeccidén protésica (5.19 min + 0.96) y sin infeccion protésica (6.3 +
2.11) (P=0,0291) (Figura 9A), y Starttail entre los pacientes con infeccion protésica
(35.74 min = 3.69) y sin infeccién (36.6 + 5.85) (P=0,0067) (Figura 9F).

Por el contrario, no encontramos diferencias entre los niveles de mieloperoxidasa
entre los pacientes con infeccion protésica (150.53 ng/ml + 158.85) y sin infeccion
protésica (112.45 + 71.38) ( P=0,8536) (Figura 7C), IL-6 entre los pacientes con
infeccion protésica (7.39pg/ml = 8.25) y sin infeccion protésica (19.87 + 37.56)

(P=0,7530) (Figura 8B), nucleosomas entre los pacientes con infeccion protésica
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(0.08 ng/ml £ 0.06) y sin infeccidn protésica (0.08 £+ 0.08) (P=0, 0,4428) (Figura 7D),
ETP entre los pacientes con infeccién protésica (1667.63 nM/min + 414.63) y sin
infeccion protésica (1541.17 + 422.56) (P=0,3533) (Figura 9B), peak entre los
pacientes con infeccion protésica (159.63 nM + 56.73) y sin infeccién protésica
(135.62 + 58.19) (P=0,1247) (Figura 9C), ttpeak entre los pacientes con infeccion
protésica (11.52 min £ 4.79) y sin infeccion protésica (12.47 + 3.17) (P=0,0875)
(Figura 9D), velinde entre los pacientes con infeccion protésica (31.06 min £ 16.75) y
sin infeccién protésica (25.31 + 17.13) (P=0,1286) (Figura 9E) y las representamos

mediante diagramas de cajas (Figura 7,8 y 9).
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Figura 7. Boxplots de los parametros de NETs estudiados; calprotectina,

mieloperoxidasa, DNA y nucleosomas.
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Figura 9. Boxplots de los parametros del TGT.

Finalmente, hemos evaluado la capacidad predictiva de infeccion protésica de los
marcadores estudiados. Mediante un andlisis de regresion logistica elastic net,
ajustamos un modelo predictivo de infeccidn protésica con la calprotectina, el DNA y
el starttail como variables predictoras (AUC=0,905, Intervalo Confianza 95% [0,822,
0,989], P<0.001) (Figura 10). Asi, con nuestro modelo podemos calcular el riesgo de

infeccion protésica de cada paciente con la siguiente férmula:

Prob(IP)

e—4.83671+0.00015*calprotectina+0.00284*DNA+0.05156*starttail

o 1+ e —4.83671+0.00015+calprotectina+0.00284*DNA+0.05156+starttail

La sensibilidad y especificidad de nuestro modelo predictivo se puede calcular en la

figura 11.
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Figura 10. Area bajo la curva del modelo estadistico, curva ROC.
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Figura 11. Especificidad y sensibilidad del modelo estadistico.

Con nuestra formula, calculamos la probabilidad de infeccién protésica de cada

paciente incluido en el estudio, y observamos que nuestro modelo tiene un alto

poder predictivo (Tabla 2)
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Tabla 2. Resultados de la clasificacion de los pacientes en el grupo de infeccion o no

infeccidn segun la ecuacién obtenida.

No Si

Infeccion 6 18 75%
protésica

No infeccion 24 2 92.3%
protésica

Porcentaje 83.65%
global de
acierto

diagndstico

9. Discusion

El diagndstico de infeccién protésica sigue siendo un verdadero desafio, ya que
actualmente no existe ninguna prueba diagnéstica o combinacion de las mismas,
que permita diagnosticar con precisién la infeccion antes de una cirugia.
Actualmente, para el diagnéstico de una infeccidon protésica se utiliza el protocolo
establecido en el ultimo International Consensus Meeting on Periprosthetic Joint
Infection. A pesar de llevar a cabo este arbol diagnéstico, existen muchos casos en
los que no es nada facil llegar a una conclusién que permita actuar con seguridad
diagnéstica. Son casos en los que no se cumplen los criterios suficientes para
diagnosticar una infeccion protésica, pero la sospecha clinica y la experiencia llevan
al cirujano a tratarlos como tal. Por esta razon, existe una necesidad de identificar
nuevos modelos y marcadores que puedan ayudar a realizar un diagndéstico de

infeccidn protésica rapido y preciso.

Asi, en nuestro estudio hemos evaluado la capacidad diagnostica de marcadores de
NETs (DNA libre circulante, nucleosomas, calprotectina y mieloperoxidasa), alfa-
defensinas de neutréfilos, IL-6 y los parametros del TGT. Hemos identificado

diferencias significativas en la concentracion de DNA libre circulante, calprotectina e
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IL-6 en pacientes con infeccion protésica comparado con los pacientes sin infeccion
protésica. Asimismo, encontramos diferencias significativas en el lagtime y el starttail
del TGT. Estos marcadores podrian mejorar el algoritmo diagnostico actual para
diagnosticar con mayor precision las infecciones protésicas. Nuestro estudio
refuerza la hipotesis de que los neutréfilos parecen jugar un papel importante en las
infecciones protésicas, posiblemente a través de la liberacion de NETs. Hasta la
fecha, no se ha descrito ningun estudio en el que se haya evaluado el papel de los
NETs en el escenario de las infecciones protésicas. Ademas, también hemos
observado un aumento significativo de la interleuquina proinflamatoria IL-6 en
plasma de pacientes con infeccion protésica. A pesar de que en estudios previos se
han observado diferencias en la concentracion de alfa-defensina en liquido sinovial
de pacientes con infeccion protésica (Bingham, J., et al, 2014), en nuestro estudio
hemos observado que la concentracién de alfa-defensina en plasma de pacientes
con infeccién protésica es muy baja (incluso en ocasiones indetectable) salvo en una
pequefia ventana temporal durante la fase aguda de la infeccion. Por ello, la alfa-

defensina no se postula como un buen marcador no invasivo de infeccion protésica.

Finalmente, hemos evaluado la capacidad predictiva de infeccion protésica de los
marcadores estudiados. Hemos obtenido un modelo predictivo de infeccion protésica
con el DNA libre circulante, la calprotectina y el starttail como variables predictoras,
el cual ha alcanzado una AUC de 0,905 (IC 95% [0,822, 0,989], P<0.001).
Seguidamente, hemos calculado el riesgo de infeccion protésica de cada paciente.
Con nuestro modelo predictivo hemos clasificado correctamente un 83,65% de los
pacientes, un 92,3% de pacientes sin infeccién y un 75% con infeccion, lo cual
muestra que nuestro modelo tiene una elevada capacidad predictiva, asi como una

elevada sensibilidad y especificidad.

La validacion de nuestro modelo diagndstico en una poblacion independiente de
pacientes, permitira realizar un diagnostico temprano eficaz de infeccion protésica e
iniciar el tratamiento en estos pacientes para minimizar efectos colaterales de la

infeccidn protésica como dafio tisular, degradacion 6sea y una cirugia de reemplazo
10. Conclusion

Los neutrdfilos juegan un papel fundamental en los procesos infecciosos a través de

la inmunotrombosis. En nuestro estudio hemos evidenciado que marcadores de
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NETs y del TGT pueden ayudar al diagnostico de la infeccion protésica. Asi, hemos
ajustado un modelo capaz de diagnosticar la infeccion protésica que incluye el DNA
libre circulante, la calprotectina y el starttail como variables predictoras. Nuestro
modelo tiene una elevada capacidad diagnostica, puesto que ha sido capaz de
clasificar correctamente a un 83,65% de los pacientes estudiados (un 92,3% de
pacientes sin infeccion y un 75% con infeccién). Nuestro modelo podria
implementarse en las guias clinicas para mejorar el algoritmo diagnostico empleado
actualmente para poder diagnosticar con mas precision a los pacientes con infeccion

protésica.
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12. Autoevaluacion

He realizado el trabajo de final de grado sobre las practicas en el Grupo Acreditado
de Investigacion en Hemostasia, Trombosis Arteriosclerosis y Biologia Vascular del
Instituto de Investigacion Sanitaria-Hospital La Fe en Valencia, en el periodo de
enero a mayo. En este periodo he adquirido experiencia, formaciéon y una mejora de
la adaptacion en el laboratorio. He tenido la suerte de contar con un grupo de apoyo
gue me ha ayudado en todo y me han ensefiado la vida de un investigador en el
ambito biomédico. He podido ver el rol como biotecnélogo y el funcionamiento del
que ha sido mi centro de destino. Ademas, en cuanto a mi proyecto de final de grado
he podido participar y buscar soluciones a los problemas que se me iban
presentado, ademas, me he encargado de la optimizacién de los protocolos de los
ELISAS de IL-6 y alfa-defensina. En definitiva, he podido aplicar los conocimientos y
habilidades adquiridas durante las asignaturas de la carrera. En general, ha sido una

estancia muy satisfactoria.

13. Anexos

Anexo 1.

Criterios de infeccion protésica segun la Musculoskeletal Infection Society de 2011
e Hay un tracto sinusal que se comunica con la protesis

e Un patdgeno se aisla mediante cultivo a partir de al menos dos muestras

separadas de tejido o liquido obtenidas de la articulacion protésica afectada
e Cuatro de los siguientes seis criterios existen:

o Aumento de la velocidad de sedimentacion globular (VSG) y de la

concentracion de proteina C reactiva (CRP) sérica.
o Recuento elevado de leucocitos sinoviales
o Elevado porcentaje de neutroéfilos en liquido sinovial (Y%oPMN)
o Presencia de purulencia en la articulacion afectada.

o Aislamiento de un microorganismo en un cultivo de tejido o liquido
periprotésico
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o Mas de cinco neutrofilos por campo de alta potencia en cinco campos
de alta potencia observados a partir del analisis histologico del tejido

periprotésico a x 400 aumentos.
Anexo 2.

Criterios de definicion protésica segun el International Consensus Meeting on

periprosthetic joint infection de 2018

Dos cultivos positivos del mismo organismo

Un tracto sinusal que se comunica con la articulacién o Infectado

visualizacion de la protesis

Elevada proteina C reactiva o 2
dimeros-D
e
2
% Elevada velocidad de sedimentacion 1
globular
2 6 infectado
Elevado numero de leucocitos o 3
esterasa leucocitaria 2-5 posible
. infectado
.g Positivo en alfa-defensina 3
_g 0-1 no
n Elevado numero de 2 )
S _ infectado
5 polimorfonucleares
O
S
Elevada velocidad de sedimentacion 1
globular
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Puntuacion pre-operatorio - = 6 infectado
Histologia positiva 3 4-5 posible
. . infectado
Purulencia positiva 3

< 3 no infectado
Un cultivo positivo 2

Anexo 3

Protocolo ELISA nucleosomas

9.

. Preparar las tiras deseadas y devolver inmediatamente las tiras no usadas a la

bolsa y cerrar.

. Afadir 20 pl muestra, control positivo y tampén de incubacién (para control de

ruido de fondo) por duplicado, justo en el centro del pocillo sin tocar las paredes ni
el fondo.

. Afadir 80 ul de inmunorreactivo a cada pocillo, justo en el centro del pocillo.
. Tapar la placa con un film adhesivo. Incubar 2 horas a RT en agitacion a 300 rpm.

. Lavar 3 veces con 300 pl de tampon de incubacion, eliminar la solucién con

cuidado.

. Afadir 100 pl de solucién ABTS a cada pocillo.
. Incubar 10-20 min a RT en agitacién a 250 rpm, hasta que se desarrolle el color.

. Parar la reaccién con 100 pl de Solucion Stop ABTS. Si la solucion esta turbia o

hay precipitados, calentar a 37°C agitando hasta que se disuelvan.

Leer la placa a 405 nm vs. 490 nm.

10. Calcula la media de cada duplicado.

11. Restar la absorbancia del ruido de fondo (tampén de incubacion +

inmunorreactivo + sol. ABST + sol. Stop ABST) a cada media.

32



Estudio de marcadores inmuntrombaticos para el diagndstico de infeccidn protésica

La sefial del ruido de fondo debe ser < 100 mU tras revelar 15 min. La sefal del

control positivo debe ser > 600 mU tras restar el ruido de fondo y revelar 15 min.

Anexo 4

Protocolo PicoGreen DNA

. En el dia, diluir las muestras en tubos/placas de polipropileno.
. Afadir 100 pl de o estandar muestra por duplicado en la placa del fluorimetro.

. Verter el reactivo PicoGreen (paso B) en un reservorio de polipropileno libre de
DNasa.

. Afiadir a cada pocillo 100 pl del reactivo PicoGreen, con multicanal.
. Incubar 2-5 min a RT en oscuridad.

. Medir fluorescencia a 480 nm excitaciébn y 520 nm de emisién, tiempo de
adquisicién constante para todas las muestras. Fluorimetro SpectraMax Gemini

XS (Molecular Devices).
. Calcula la media de cada duplicado.
. Restar la fluorescencia del blanco a cada muestra.

. Generar una curva estandar de fluorescencia vs. concentracion de DNA, y
calcular la concentracion de DNA de cada muestra (multiplicando por el factor de

dilucion).

Anexo 5

Protocolo ELISA calprotectina

1. Centrifugar el plasma 1500xg a 4°C 15 min para eliminar contaminaciones de

glébulos blancos. Atemperar a RT y mezclar sin formar espuma.

2. En el dia, diluir el plasma en tubos/placas de polipropileno, no en poliestireno.

3. Preparar las tiras deseadas y devolver inmediatamente las tiras no usadas a la

bolsa con el desecante y cerrar. Duracion 1 mes a 4°C.
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4. Anfadir 100 pl muestra o estandar a cada pocillo por duplicado, sin tocar las

paredes ni el fondo.
5. Tapar y golpear la placa suavemente para eliminar burbujas. Incubar 1 hora a RT.

6. Lavar 4 veces con 200 pl de tampdon de lavado, incubando 20 segundos y

vaciando por decantacion.
7. Afadir 100 pl de trazador diluido (Ab 2°), sin tocar las paredes ni el fondo.
8. Tapar la placa. Incubar 1 hora a RT.

9. Lavar 4 veces con 200 ul de tampon de lavado, incubando 20 segundos y vaciar

por decantacion

10. Anadir 100 pl de estreptavidina-peroxidasa diluida, sin tocar las paredes ni el

fondo.
11. Tapar la placa. Incubar 1 hora a RT.

12. Lavar 4 veces con 200 ul de tampon de lavado, incubando 20 segundos y vaciar

por decantacion.
13. Anadir 100 pl sustrato TMB, sin tocar las paredes ni el fondo.

14. Tapar la placa y cubrir con papel de plata. Incubar 30 min a RT. Controlar el

color y parar la reaccién antes si es necesario.

15. Parar la reaccién con 100 pl de solucion stop. Mezclar bien y golpear la placa

suavemente para eliminar burbujas.
16. Leer la placa a 225 nm, en los 30 min siguientes.

17. Calcular las medias de cada duplicado (cada valor debe ser <15% de su media,

si no repetir).

18. Restar la absorbancia del blanco a cada muestra. La absorbancia media del

blanco debe ser < 0,3.
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19. Generar una curva estandar de absorbancia vs. concentracion de calprotectina

en escala logaritmica, y calcular la concentracién de cada muestra (multiplicando

por el factor de dilucién).

20. Si la concentracion media de alguna muestra es mayor que el valor mas alto de

la curva estandar, hay que diluirla mas y volverla a medir.

Anexo 6

Protocolo ELISA mieloperoxidasa

1.

9.

Si hubiera particulas en el plasma, centrifugar el plasma 1500 x g a 4°C 15.

Atemperar a RT y mezclar sin formar espuma.

. En el dia, diluir el plasma en tubos/placas de polipropileno, no en poliestireno.

. Preparar las tiras deseadas en el marco (fijar con cinta para los lavados).

Devolver inmediatamente las tiras no usadas a la bolsa con el desecante, cerrar, y

guardar a 4°C.

. Afadir 300 pl tampdn incubacién a cada pocillo e incubar 5 min a RT.

. Decantar y lavar 2 veces con 300 pl tampo6n de lavado incubando 1-3 min en cada

lavado.

. Afladir 100 pl muestra o calibrador a cada pocillo por duplicado, sin tocar las

paredes ni el fondo.

. Tapar y golpear la placa suavemente para eliminar burbujas. Incubar 2 horas a

RT.

. Decantar y lavar 3 veces con 300 pl tampdn de lavado incubando 1-3 min en cada

lavado.

Afadir 100 pl de 2° Ab, sin tocar las paredes ni el fondo.

10. Tapar la placa. Incubar 1 hora a RT.

11. Decantar y lavar 3 veces con 300 pl tampoén de lavado incubando 1-3 min en

cada lavado.
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12. Anadir 100 pl AV-HRP, sin tocar las paredes ni el fondo.
13. Tapar la placa. Incubar 30 min a RT.

14. Decantar y lavar 3 veces con 300 ul tampoén de lavado incubando 1-3 min en

cada lavado.

15. Anadir 100 pl sustrato, sin tocar las paredes ni el fondo (Debe volverse azul).
Incubar 5-10 min RT.

16. No tapar con papel de plata para que no desarrolle color.

17. Parar la reaccion con 100 pl de solucién stop. Mezclar bien y golpear la placa

suavemente para eliminar burbujas. Los pocillos deben virar de azul a amarillo.
18. Leer la placa a 450 nm, en los 20 min siguientes.
19. Calcula la media de cada duplicado.
20. Restar la absorbancia del blanco a cada muestra.

21. Generar una curva estandar de absobancia vs. concentracion de MPO, y

calcular la concentracion de cada muestra (multiplicando por el factor de dilucion).

Si la concentracion media de alguna muestra es mayor que el valor mas alto de la

curva estandar, hay que diluirla méas y volverla a medir.
Anexo 7
Protocolo ELISA IL-6

1. Descongelar el plasma a RT y centrifugar 1500xg a 4°C 15 min para eliminar

debris. Mezclar sin formar espuma.

2. Diluir el plasma segun se indica en la planilla en placas de polipropileno, no en

poliestireno.

3. Preparar las diluciones seriadas del estandar segun se indica en la planilla en
tubos de 1,5 ml.

4. Preparar las tiras deseadas y devolver inmediatamente las tiras no usadas a la

bolsa con el desecante y cerrar.
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5. Afadir 100 pl de estandar, muestra o control positivo a cada pocillo, por

duplicado, sin tocar las paredes ni el fondo.
6. Afadir 50 pl del Anti-IL-6HS biotinilado diluido (Ab 2°) a cada pocillo.
7. Cubrir la placa e incubar 3 horas RT.
8. Preparar la Estreptavidina-HRP diluida (poco antes de los lavados).
9. Vaciar y lavar 3 veces con tampoén de lavado:
A. Aspirar el liquido de cada pocillo (la primera vez, luego decantar)
B. Afiadir 300 pl del tampdn de lavado 1X a cada pocillo
C. Decantar y secar la placa
D. Repetir B y C dos veces
10. Anadir 100 pl de Estreptavidina-HRP diluida a cada pocillo.
11. Cubrir la placa e incubar 30 min RT

12. Vaciar y lavar la placa 3 veces con tampén de lavado (de la misma manera que

el paso 9)
13. Afnadir 100 pl de la solucion TMB a cada pocillo.

14. Tapar con papel de plata e incubar 12-15 min RT. Controlar el color y parar la

reaccion antes si es necesario.

15. Afadir 100 pl H2SO0O4: solucibn STOP a cada pocillo. Golpear la placa

suavemente para eliminar burbujas.
16. Leer la placa a 450 nm y 620 nm (longitud de onda de referencia).

17. Calcular las medias de cada duplicado (cada valor debe ser <20% de su media,

si no repetir).

18. Restar la absorbancia del blanco a cada muestra. La absorbancia media del

blanco debe ser < 0,3.
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19. Generar una curva estandar de absorbancia vs. concentracion de IL-6 en escala
lineal, y calcular la concentracion de cada muestra (multiplicando después por el

factor de dilucién, si se han diluido las muestras).

Si la concentraciobn media de alguna muestra es mayor que el valor mas alto de la

curva estandar, hay que diluirla més y volverla a medir.
Anexo 8
Protocolo ELISA alfa-defensina
1. En el dia: Diluir el plasma en tubos/placas de polipropileno.

2. Preparar las tiras deseadas en el marco. Devolver inmediatamente las tiras no

usadas a la bolsa con el desecante, cerrar y guardar a 4°C.

3. Afadir 100puL por duplicado de estandar, de muestra o de control en su

correspondiente pocillo sin tocar las paredes ni el fondo.
4. Tapar y golpear la placa suavemente para eliminar burbujas. Incubar 1 hora a RT.

5. Quitar la muestra con pipeta multicanal y lavar 4 veces con 200uL de tampén de

lavado, incubando 20 segundos en cada lavado.
6. Afiadir 100uL de trazador a cada pocillo, sin tocar las paredes ni el fondo.
7. Tapar la placa. Incubar 1h a RT.

8. Decantar y lavar 4 veces con 200uL de tampo6n de lavado, incubando 20

segundos en cada lavado.

9. Afiadir 100puL de estreptavidina-peroxidasa a cada pocillo, sin tocar las paredes ni

el fondo.
10. Tapar la placa. Incubar 1h a RT.

11. Decantar y lavar 4 veces con 200uL de tampon de lavado, incubando 20

segundos en cada lavado.
12. Anadir 100uL de TMB a cada pocillo, sin tocar las paredes ni el fondo.
13. Tapar la placa con papel aluminio. Incubar 30 minutos a RT.
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14. Parar la reaccion con 100uL de solucion STOP a cada pocillo, sin tocar las
paredes ni el fondo. Mezclar bien y golpear la placa suavemente para eliminar las

burbujas.

15. Leer la placa a 450nm
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