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Είδος & χειρισμός δειγμάτων για τη μικρο-
βιολογική διάγνωση των οστικών λοιμώξεων Ι
Ιστικά δείγματα:

 μικρού μεγέθους μπορεί να χαθούν

 μεγάλου μεγέθους (>1 cm2) κίνδυνος να στεγνώσουν, 
κάλυψη με γάζα εμποτισμένη με στείρο φυσιολογικό ορό.

 τεμάχιο / αποστειρωμένο δοχείο

τυλεοί:

 Να ανήκουν σε  ολοκληρωμένο σύστημα μεταφοράς 
δείγματος με στυλεό 

Επιχρίσματα  για  Gram χρώση:

 Να στρώνονται κατά τη λήψη του δείγματος & να 
ακολουθούν τις  κ/ες



Είδος & χειρισμός δειγμάτων για τη μικρο-
βιολογική διάγνωση των οστικών λοιμώξεων ΙΙ

Αρθρικό υγρό

 Λαμβάνεται με αρθροκέντηση

(ΠΡΟΟΦΗ σε κυτταρίτιδα, ερύθημα)

Γενική εξέταση αρθρικού υγρού

Καλλιέργεια αρθρικού υγρού

 Ενοφθαλμισμός σε  φιάλες αιμοκαλλιεργειών για >7 ημέρες 

ΠΡΟΟΦΗ: ε κάθε κ/α απαιτείται διακοπή αντιβίωσης > 14 
ημέρες



Ευαισθησία & ειδικότητα μίας μεθόδου

 Η ευαισθησία υπολογίζει το ποσοστό των ψευδώς αρνητικών
αποτελεσμάτων

 Η ειδικότητα υπολογίζει το ποσοστό των ψευδώς θετικών
αποτελεσμάτων 

όταν ελέγχεται μεγάλος αριθμός θετικών και αρνητικών 
δειγμάτων 



Οξεία οζηεομςελίηιδα

ΕΡΓΑΣΗΡΙΑΚΟΙ  ΔΕΙΚΣΕ ΦΛΕΓΜΟΝΗ

•Απιθμόρ λεςκών και οςδεηεποθίλων αιμοζθαιπίων

Μικπή ειδικόηηηα και σπηζιμόηηηα

•Δείκηερ θλεγμονήρ (CRP-TKE): σπήζιμοι για παπακολούθηζη 
ηηρ νόζος

ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕ

•Αιμοκαλλιέπγεια: θεηική ζηο 50% ηηρ οξείαρ αιμαηογενούρ ο/μ

•Κ/α διεγσειπηηικών ιζηικών δειγμάηων: σπήζιμη

•Κ/α ςλικού από ηον ζηπιγγώδη πόπο: αναξιόπιζηη (πλην  S. 
aureus)



Υπόνια οζηεομςελίηιδα

ΕΡΓΑΣΗΡΙΑΚΟΙ  ΔΕΙΚΣΕ ΦΛΕΓΜΟΝΗ

•Δείκηερ θλεγμονήρ (CRP-TKE): Μη ειδικέρ εξεηάζειρ, 
ενιζσςηικέρ  για ηη διάγνυζη,  σπήζιμερ για ηην παπακολούθηζη 
ηηρ ποπείαρ  ηηρ νόζος

ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕ

•Κ/α διεγσειπηηικών ιζηικών δειγμάηων: 

*διακοπή ανηιβιοηικών για > 2 εβδομάδες

**με ανοικηή βιοψία(προηιμόηερο) ή  με κλειζηή, διαμέζοσ σγιούς  
δέρμαηος 



ηπηική απθίηιδα (ζ/α)

•Γενική εξέηαζη απθπικού ςγπού: απιθμόρ λεςκών 

αιμοζθαιπίυν: > 50.000/mm3, πολςμοπθοπύπηνα ~ 65%

•Άμεζη Gram σπώζη: 71% θεηική ζε ζ/α από Gram(+) 

κόκκοςρ

•Κ/α απθπικού ςγπού (ενοθθαλμιζμόρ ζε θιάλη αιμοκ/αρ)

ζε γονοκοκκική απθπίηιδα: θεηική <50% (ηαςηόσπονη κ/α 

οςπηθπικού, ηπασηλικού, θαπςγγικού, ππυκηικού 

επισπίζμαηορ)

ζε μη γονοκοκκική: θεηική >90% 

•Αιμοκαλλιέπγεια: θεηική 30% ηυν πεπιπηώζευν



Διάγνωση περιπροθετικών 
λοιμώξεων (periprosthetic 

infections)



ύσταση μη εκτέλεσης Gram χρώσης,
διεγχειρητικά - βαθμός σύστασης: ισχυρός



Sensitivity = 9.8 %

Specificity = 100 %



Γενική εξέταση αρθρικού υγρού, 
δείκτες φλεγμονής, βιοδείκτης

 αριθμός λευκών ή/και % ουδετεροφίλων:
(γόνατο > 1700/mm3, 65% πολυμορφοπύρηνα ισχίο > 4200/mm3, 80% 
πολυμορφοπύρηνα)

 CRP, ΣΚΕ: συνιστώνται αλλά ΜΗ ΕΙΔΙΚΕ

Οι διαδοχικές μετρήσεις τους, ιδίως της CRP, είναι χρήσιμες 

Υυσιολογική τιμή και των δύο δεικτών (CRP, ΣΚΕ) αποτελεί 
ισχυρό δείκτη απουσίας της φλεγμονής !!!!

 Procalcitonin (PCT): ειδικότητα 98%, ευαισθησία 33%

 α-defensin: ειδικότητα 98%, ευαισθησία 95% (υπό 
αξιολόγηση)



Καλλιέργειες

 Αιμοκαλλιέργειες: συχνά αρνητικές λόγω χορήγησης 
εμπειρικής αντιμικροβιακής θεραπείας

 Κ/α αρθρικού υγρού: χαμηλή ευαισθησία (55%) λόγω του 
εγκλωβισμού των μικροοργανισμών στη βιομεμβράνη 
(εξακρίβωση σηπτικής ή άσηπτης κατάστασης)

 Κ/α περιπροθετικού ιστού: gold standard



Κ/α περιπροθετικού ιστού Ι

 το ~ 70% των ιστικών δειγμάτων με τεκμηριωμένη 
λοίμωξη αναπτύσσονται μικροοργανισμοί κατά την κ/α

 Δύσκολη η διάκριση μεταξύ λοίμωξης και επιμόλυνσης

 Αριθμός ιστικών δειγμάτων 5-6 (ένα δείγμα ανά δοχείο)

 1 δείγμα (ψευδώς θετικά 30%)-5 δείγματα (ψευδώς 
θετικά <5%) 

 Ανάπτυξη ιδίου μικροοργανισμού σε > 3 δείγματα: 
ευαισθησία 71%, ειδικότητα 97%



Περιορισμοί της μεθόδου αναφοράς I

 Λάθος δειγματισμός

 Ανεπαρκής αριθμός ιστικών δειγμάτων

 Μικρό μικροβιακό φορτίο που δεν μπορεί να 
πολλαπλασιαστεί στις κ/ες

 Αδυναμία ανίχνευσης των πολυμικροβιακών 
περιπροθετικών  λοιμώξεων 

 Διακοπή λήψης αντιβιοτικών < 2 εβδομάδων



Περιορισμοί της μεθόδου αναφοράς II

 Ανικανότητα απόσπασης μικροοργανισμών από την 
πηγή της λοίμωξης (βιομεμβράνη) → πεπιοπίζοςν 

ζημανηικά  ηιρ δςναηόηηηερ ηηρ μεθόδος να οδηγήζει 

ζηην οπθή διάγνυζη



Need for better diagnostics



Διαγνωστικές μέθοδοι ανίχνευσης ζώντων 
μικροοργανισμών από τη βιομεμβράνη

 Τπερήχηση εμφυτεύματος (sonication)

 Cleleand’s reagent (C4H10O2S2)





1. ΛΑΘΗ στη μεταφορά  ΠΡΟΘΕΕΩΝ & 
ΟΡΘΟΠΑΙΔΙΚΩΝ  ΕΜΥΤΣΕΤΜΑΣΩΝ



ΛΑΘΟ



ΛΑΘΟ





ΛΑΘΟ



2. Υπήζη αεποζηεγώρ κλειζμένων 

αποζηειπωμένων δοσείων  μεηαθοπάρ



3. Επιλογή κατάλληλου δοχείου Ι



4. Επιλογή κατάλληλου δοχείου ΙΙ



Διαδικασία μεθόδου υπερήχησης



www.bactosonic.info

Τπέπησοι

Μησανικέρ δονήζειρ >20 kHz

Μικροφυσαλίδες (cavitation)



ΝΕΟ ΔΕΙΓΜΑ

ΤΓΡΟ ΕΜΠΛΟΤΣΙΜΕΝΟ ΜΕ

ΜΙΚΡΟΡΓΑΝΙΜΟΤ

ΣΗ ΒΙΟΜΕΜΒΡΑΝΗ

(σγρό σπερήτησης, sonication fluid)



Εργαστηριακός έλεγχος του υγρού 
υπερήχησης  για τεκμηρίωση διάγνωσης

 Κλασικές: Καλλιέργεια του υγρού υπερήχησης (Sonication 
fluid culture, SFC)

Ενοφθαλμισμός σε φιάλη αιμοκαλλιέργειας
(Sonication fluid vial culture, SFVC)

 Μοριακές τεχνικές



Gram χρώση υγρού υπερήχησης

Ειδικότητα: 100% αλλά 

ευαισθησία: 44,7%*

ΔΕΝ ΤΝΙΣΑΣΑΙ



Ενοφθαλμισμός  100 μL υγρού  υπερήχησης
& συνθήκες επώασης

 Blood agar: αερόβια 37 0C για 5 ημέρες

 Anaerobic sheep blood agar: αναερόβια 37 0C για 7 ημέρες

 Chocolate agar: 5% CO2 37 0C για 5 ημέρες

 Brucella agar: 5% CO2 37 0C για 14 ημέρες

 Thioglycolate broth: 37 0C για 14 ημέρες

(εάν καμία ανάπτυξη στα τρυβλία τότε

α/α του THIO σε Blood & Brucella agar)



Έλεγσορ καλλιεπγειών

 Σα τρυβλία ελέγχονται καθημερινά για 
μικροβιακή ανάπτυξη. 

 Εάν παρατηρηθεί ανάπτυξη, αναφέρεται ο αριθμός 
CFU κάθε διαφορετικής μορφολογίας. 

 Σαυτοποίηση και έλεγχος ευαισθησίας



ΠΟΟΣΙΚΗ αναθοπά αποηελεζμάηων

Ο αριθμός των CFU ανά τρυβλίο πολλαπλασιάζεται επί 10 
και το αποτέλεσμα εκφράζεται ως: 

CFU/mL υγρού υπερήχησης

Θεηικό αποηέλεζμα: > 10 CFU/mL

(optimal cut-off)



Όρια θετικότητας κ/ας εμπλουτισμένου υγρού 
υπερήχησης από προθέσεις

50 CFU/mL (5 CFU/ηπςβλίο) 

(ideal cut-off)

98,8% ειδικόηηηα

78,5% εςαιζθηζία



Ερμηνεία αποτελεσμάτων κ/ας υγρού υπερήχησης 
(SFC)

 Η συγκέντρωση ≥ 50 CFU/mL είναι συνήθως σημαντική*

 υγκέντρωση μεταξύ 10-40 CFU/mL πρέπει να
συνεκτιμηθεί με βάση την κλινική κατάσταση του ασθενούς

 Εάν μόνο ο θειογλυκολικός ζωμός είναι θετικός, το
αποτέλεσμα είναι συνήθως μη σχετικό και εξαιρείται

(πιθανή επιμόλυνση κατά τη λήψη, μεταφορά ή επεξεργασία
του δείγματος)



Τπεροχή ως προς την ευαισθησία κ/ών υγρού  υπερήχησης 
vs περιπροθετικού ιστού σε διακοπή αντιμικροβιακής 
αγωγής <14 ημερών 



Culture of sonication 

fluid had higher 

sensitivity than culture 

of periprosthetic tissues

ύγκριση ευαισθησίας & ειδικότητας κ/ών 
υγρού υπερήχησης και περιπροθετικού ιστού



ύγκριση ευαισθησίας & ειδικότητας κ/ών 
υγρού υπερήχησης και περιπροθετικού ιστού ΙΙ





Κ/α περιπροθετικού ιστού vs υγρού  υπερήχησης

Περιπροθετικός
Ιστός

Τπέρηχοι



Πλεονεκηήμαηα ηηρ κ/αρ ςγπού  ςπεπήσηζηρ

 Δειγματισμός από την περιοχή της λοίμωξης (επιφάνεια εμφυτεύματος)
→ ανίσνεςζη μεγαλύηεπος απιθμού ζώνηυν μικποοπγανιζμών ζε ςτηλόηεπη 

ανάπηςξη (>100 cfu)

 Ποσοτικοποίηση καλλιέργειας

 Ευκολότερη διάκριση μεταξύ επιμόλυνσης-λοίμωξης

 Τψηλότερη ευαισθησία και παρόμοια ειδικότητα συγκριτικά με κ/ες 
δειγμάτων αρθρικού υγρού και του αντίστοιχου περιπροθετικού ιστού , 
ιδιαίτερα σε προηγηθείσα λήψη αντιμικροβιακής αγωγής

 Γρήγορα αποτελέσματα (1 vs 3 ημερών για περιπροθετικές κ/ες), 
ανίχνευση πολυμικροβιακών λοιμώξεων, ευκολότερη απομόνωση 
Propionibacterium  spp  κ.α.



Σα κατωτέρω δείγματα δεν μπορούν να 
ελεγχθούν με τη χρήση υπερήχων

 Οστικά τεμάχια (π.χ. απολύματα)

 Μαλακά μόρια



Μειονέκηημα ηηρ κ/αρ ςγπού ςπεπήσηζηρ Ι

Δεν έχει στανταρισθεί για Μ. tuberculosis και για μύκητες 

Δυσκολία ταυτοποίησης βακτηριακών ειδών λόγω ύπαρξης 
αποικιών με διαφορετικές:

 μορφολογίες (φάση ανάπτυξης?)

 βιοχημικές αντιδράσεις 



Μειονέκηημα ηηρ κ/αρ ςγπού ςπεπήσηζηρ ΙΙ

Διαφορετικά τεστ ευαισθησίας

για το ίδιο μικρόβιο



Λήψη διαφορετικών αντιβιογραμμάτων
για το ίδιο μικροβιακό είδος 



Ανίχνευση μικροβιακών υποπληθυσμών με 
ετερογένεια αντοχής



Ενοφθαλμισμός & επώαση υγρού υπερήχησης σε 
φιάλη αιμοκαλλιεργειών:
sonication fluid vial culture (SFVC) vs SFC

Μειώνει σημαντικά το χρόνο θετικοποίησης της κας υγρού υπερήχησης



Ειδικότητα & ευαισθησία ενοφθαλμισμού υγρού 
υπερήχησης σε φιάλη αιμοκαλλιεργειών (SFVC)

Cheng L et al. Meta-analysis of sonicate fluid in blood culture bottles for diagnosing periprosthetic joint infection J. Bone Joint Infect. 2018; 
3(5): 273-279



SFVC : σε τροφικά ελλειμματικά παθογόνα 
προθετικής λοίμωξης  (low grade infection)

JRPMS | June 2017 | Vol. 1, No. 1 |5-9





Sonication fluid combination tests 

SFC + SFVC + SF broad-range PCR : negative test 

practically PJI excluded



Εναλλακτικά του sonication:
Φημική διάσπαση βιομεμβράνης με τη
δράση του αντιδραστηρίου Cleland’s

 Διασπά χημικά τους δισουλφιδικούς
δεσμούς των πρωτεϊνών της θεμέλιας 

ουσίας της βιομεμβράνης και «αποκολλά» 
ζώντα τα βακτήριά της

 Σο κυτταρικό τοίχωμα των βακτηρίων  
περιέχει ελάχιστους ή καθόλου 

δισουλφιδικούς δεσμούς



MicroDTTect – νέο κλειστό σύστημα  
διάγνωσης PJI

Λύση βιομεμβράνης δείγματος
υλλογή εμπλουτισμένου 
υγρού DTT



 Κλειστό σύστημα που επιτρέπει τον μικροβιολογικό έλεγχο βιομεμβρανών
από εμφυτεύματα και βιοπτικό υλικό

 Increasing PJI-detection accuracy (sensitivity and specificity)

 Superior option for dissolving biofilm (vs. sonication)

 No contradiction to microbiology but supporting microbiology

ΜicroDTTect



Sonication vs MicroDTTect



Μικροβιολογική διάγνωση-τεκμηρίωση των 
οστικών λοιμώξεων 

ΟΦΙ η τέχνη του εφικτού

in conlusion



αλλά η τέχνη του βελτίστου αποτελέσματος



London 2

ας ευχαριστώ

πολύ 


