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Resumo

Introducéo: Cutibacterium acnes é uma bactéria presente naturalmente na pele e outras
partes do corpo humano. O papel do C. acnes (antigamente conhecido como
Propionibacterium acnes) na patofisiologia da acne estd bem estabelecido, mas ha
relatos do achado desse organismo como patdgeno responsavel por condi¢cdes
inflamatorias e infeccdo pos-operatdria com ou sem implantes. C. acnes foi descrito
como causador de alteracfes do tipo | de Modic a ressonancia magnética da coluna, e
esta bactéria foi isolada em culturas de amostras de disco intervertebral. Objetivos:
Investigar a frequéncia de infeccdo bacteriana, especificamente, de C. acnes, nas
amostras discais de pacientes com hérnia de disco intervertebral lombar; avaliar fatores
progndsticos dos pacientes com positividade para C. acnes nas amostras discais e a
relacdo de alteracdes radioldgicas (Modic tipo | e 1) com a infeccdo um ano apés a
cirurgia de hérnia de disco. Métodos: Foi realizado um estudo de coorte prospectivo em
centro unico no Hospital Israelita Albert Einstein, em que pacientes consecutivamente
operados de hérnia discal tiveram amostra do disco, do musculo multifidio (controle) e
do ligamento amarelo (controle) extraidos para cultura. Os pacientes foram avaliados
quanto a funcdo e dor antes da cirurgia e um ano depois, quando também por
ressonancia magnética. Uma subamostra de 17 pacientes foi submetida a analise
molecular do tipo next generation sequencing. Foi realizada analise descritiva e
comparacao de grupos de pacientes com e sem positividade usando-se os testes t de
Student, de Mann-Whitney, de qui-quadrado ou exato de Fisher conforme apropriado, e
comparacoes pré e pos-cirurgia quanto a Modic com o teste de Wilcoxon. Resultados:
No periodo de maio de 2017 a setembro de 2019, 112 pacientes com hérnia de disco
lombar foram submetidos a microdiscectomia aberta e incluidos no estudo, 67 (59,8%)
homens. O resultado das culturas dos tecidos mostrou uma minoria (14 casos, 12,5%)
com positividade para qualquer crescimento bacteriano, trés (2,7%) com cultura positiva
no ligamento, sete (6,3%) no disco e 12 (10,7%) no musculo. Dois pacientes tiveram C.
acnes cultivado de amostra no disco. A baixa positividade impediu a investigacdo das
relacbes entre fatores de prognéstico clinico e infeccdo. Nao foram encontradas
evidéncias de alteracdes Modic entre 0os pacientes com e sem crescimento bacteriano
em cultura, independentemente do periodo, pré ou pos-operatério. Nao houve diferencas

clinicas, de dor ou funcionais entre pacientes com e sem infecgcdo ou contaminacao
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intraoperatoria do disco. Os ultimos 17 pacientes submetidos ao next generation
sequencing apresentaram cultura do disco com resultado negativo para C. aches, assim
como cultura negativa do muasculo e do ligamento amarelo. Dessa maneira, nenhum
desses pacientes foi considerado como infecgdo ou contaminagdo intraoperatoria.
Conclusdes: Apenas dois pacientes (1,8%) apresentaram culturas positivas somente no
disco, configurando infeccdo. C. acnes nao foi identificado em nenhuma andlise de
microbioma de disco. Nao foi observada associacao significativa entre positividade para
infecc@o dos tecidos e qualquer fator de progndstico clinico.

Identificador ClinicalTrials.gov: NCT03158766

Descritores: Propionibacterium acnes; Cutibacterium acnes; Deslocamento do disco
intervertebral; Degeneracao do disco intervertebral; Infecgéo

XV
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1 INTRODUCAO

1.1 Anatomia, fisiologia e histologia vertebral aplicada a degeneracéo discal

A unidade motora da coluna vertebral lombar compreende um disco
intervertebral e suas duas veértebras adjacentes, sendo uma cranial e outra caudal a este
disco, as articulacdes facetéarias posteriores entre essas duas vértebras e suas capsulas,
os ligamentos envolvidos na estabilizacdo (ligamento longitudinal anterior, posterior,
ligamento amarelo e complexo ligamentar posterior), assim como a musculatura
paravertebral. Os discos entre cada corpo vertebral sdo estruturas fibrocartilaginosas
que fornecem suporte, flexibilidade e distribuicdo de carga. Sao primariamente
compostos por duas zonas, o nucleo pulposo no seu centro, e o anulo fibroso em toda
periferia. Esse contetdo discal tem sua interface com o corpo vertebral cranial e caudal

na regido conhecida como placas terminais (Figura 1).®

Placa terminal

Corpo vertebral

Foramen intervertebral
Anulo fibroso

Anulo fibroso

Ncleo pulposo Articulagdo facetéria

Placa terminal

Visdo superior Visdo lateral
Figura 1. Anatomia da unidade motora da coluna vertebral lombar

O anulo fibroso € uma camada circular periférica abundante em
colageno tipo | e resistente as forcas de tensao excéntricas devido a disposicéo obliqua
alternada e laminar das fibras de coldgeno. O ndcleo pulposo é composto por
proteoglicanos e agua conectadas por rede de colageno tipo Il e fibras de elastina. O
proteoglicano mais abundante no nucleo pulposo é o agrecan, que prové as propriedades

osmoticas necessarias para a resisténcia a compressao. O disco intervertebral € uma



das maiores estruturas avasculares do corpo. A nutricdo do disco se da por meio de
difusdo de nutrientes na placa terminal proveniente de vasos do o0sso subcondral
adjacente a cartilagem hialina. Moléculas pequenas, como a glicose e oxigénio, passam
pela placa terminal por meio de difusdo passiva. As células do disco mantém o
metabolismo discal pelo controle de diversos componentes como citocinas, enzimas e
fatores de crescimento.®

Os condrocitos produzem proteoglicanos e colageno, que é a
estrutura basica de suporte do disco. O agrecan é o proteoglicano mais comum do disco
e compde cerca de 70% do nucleo pulposo e 25% do anulo fibroso. O disco normal retém
agua em uma matriz gerando alta viscoelasticidade. O agrecan tem alta pressao
osmatica oriunda da agua acumulada no nudcleo pulposo e tende a inflar a rede de
colagenos local.®® A alta concentracdo de agrecan no disco integro confere ao tecido a
capacidade de suportar cargas compressivas sem colapsar e a carga € distribuida
uniformemente no anulo fibroso e corpo vertebral durante os movimentos de flexédo e
extens&o da coluna lombar.®

Se o anulo fibroso é lesionado, o contetado do nucleo pulposo pode
escapar pela ruptura anular. O processo de cicatrizacao de um anulo lesionado é seguido
por alteracdes degenerativas. O disco intervertebral lesionado tem maior concentracéo
de citocinas catabdlicas, atividade de metaloproteina e formacéo de tecido cicatricial. O
transporte pobre de nutrientes pelo disco é considerado umas das causas do processo
degenerativo do disco intervertebral. A concentracao de células no anulo fibroso diminui
com o passar da idade. As células do disco estdo sujeitas a senescéncia e perder a
habilidade de se proliferar. A diminuig&do anabdlica e aumento do catabolismo das células
senescentes pode levar ao processo degenerativo. Apesar de todos os discos da coluna
vertebral de um mesmo individuo terem a mesma idade, os discos dos segmentos
lombares caudais estdo mais vulneraveis aos processos degenerativos do que 0s
segmentos lombares mais craniais. Isso sugere gue a carga mecanica em cada
segmento motor da coluna lombar é um fator causal maior que o envelhecimento.®

A diminuicdo do numero de células discais, assim como sua atividade,
depende de fatores como carga mecanica, transporte de nutrientes, estilo de vida, fatores
genéticos e fatores de crescimento. Estes fatores alteram o metabolismo do agrecan e
do colageno. A distribuicéo e tipos de colageno no nucleo muda. Com o envelhecimento,
a viscosidade e propriedades hidrofilicas do nucleo pulposo diminuem a medida que o

agrecan é fragmentado e seu peso molecular e quantidade caem.® Se o contetido



liguido da matriz extracelular diminui, havera uma diminuicdo na altura do disco
intervertebral assim como na sua resisténcia a carga axial. Rupturas do anulo fibroso
podem ocorrer mais facilmente a medida que a carga axial no nucleo deficitario €
transferida diretamente ao anulo.® Dessa maneira, o disco degenerado comeca a
desenvolver abaulamentos e protusdes ao seu redor. Essas mudancas do disco
degenerado tém grande influéncia na unidade motora vertebral, sobrecarregando as
placas terminais e osso subcondral, e podem afetar a funcdo dos ligamentos e facetas
articulares, levando ao processo degenerativo de todo segmento, conhecido com
espondilodiscoartrose.

Ao mesmo tempo, a falha no suprimento nutricional do disco é outro
fator causal de degeneracao discal. Com a idade, a deficiéncia nutricional das células
discais é acelerada pelo tabagismo, calcificacdo da placa terminal e estado nutricional
geral. O déficit nutricional e baixa pressao de oxigénio no disco leva ao acumulo de acido
latico. Essas mudancas afetam a capacidade do disco de sintetizar e manter sua matriz
extracelular e levar a degeneracéo.

Diferentemente das outras estruturas musculoesqueléticas, o disco
intervertebral apresenta alteracfes degenerativas ja no fim da segunda década de vida
e inicio da terceira. Entretanto, nem sempre o disco degenerado leva a sintomas. A
incidéncia de degeneracéo de pelo menos um disco intervertebral lombar em pessoas
entre 20 e 40 anos € de cerca de 35%, enquanto quase todos com 60 a 80 anos de idade
apresentardo degeneracdo discal.® N&do é simples diferenciar o processo natural de
envelhecimento da degeneracdo patolégica em pacientes que apresentam sintomas.
Mudancas degenerativas precoces do disco podem ser definidas como alteracdes
metabolicas e bioquimicas da idade sem nenhuma falha estrutural. Por outro lado, a
doenca degenerativa do disco intervertebral deve estar ligada a dor lombar, com falhas
estruturais, incluindo lesdes radiais do anulo fibroso, hérnia de disco e calcificacdo ou

danos nas placas terminais vertebrais.

1.2 Dor lombar crbénica e degeneracdao discal

Dor lombar cronica (DLC) inespecifica € uma das maiores causas de
incapacidade e afastamento laboral, afetando cerca de um bilhdo de pessoas no

mundo.®” A natureza multifatorial da DLC inespecifica, incluindo fatores fisicos,



funcionais, psicolégicos, profissionais e sociais, € reconhecida e aceita. Estratégias que
foram desenvolvidas em varios paises apontam que a abordagem terapéutica apropriada
da DLC, com abordagem multidisciplinar incluindo fisioterapia, analgesia, suporte clinico-
nutricional e intervencdes como infiltracdes e cirurgia, depende da identificacdo dos
fatores distintos que causam a dor.(@9)

O desenvolvimento de edema no corpo de uma ou mais vértebras
lombares esta relacionado e documentado como fator de associacdo com episodios de
dor lombar resistente a diversas modalidades de tratamento e pode levar ao
desenvolvimento de DLC inespecifica.(1%11) Além do mais, € um marcador independente
de mau progndstico clinico.1%1D) Essas alteracGes foram primeiramente identificadas por
de Roos et al.(*? e posteriormente descritas, classificadas e associadas clinicamente por
Modic et al.,*31% passando a ser denominadas alteragdes de Modic. As chamadas
alteracdes radioldgicas de Modic sdo definidas como edema da medula 6ssea vertebral
na regido subcondral associado com degeneracdo das placas terminais vertebrais.
Desde entdo, as alteracdes de Modic foram identificadas e descritas como fator causal
para dor lombar em diversos estudos.1516)

Modic et al.(1314 classificaram os achados das imagens da placa
terminal na ressonancia magnética em trés tipos diferentes. Tipo | de Modic foi
classificado como sinal hipointenso na janela T1 e hiperintenso na janela T2,
representando edema ou inflamacéo da medula éssea. Tipo Il de Modic foi definido como
alteracdes de alta intensidade de sinal tanto na janela T1 quanto T2, representando
degeneracéo gordurosa. Por fim, Modic tipo Il foi classificado como sinal hipointenso
nas imagens da ressonancia magnética tanto em T1 quanto em T2, representando
esclerose 0ssea subcondral.

Como foi definido por Modic et al., estresse e sobrecarga mecanica
ou instabilidade provocam alteracfes de intensidade de sinal do disco intervertebral e
placas terminais adjacentes a ressonancia magnética que refletem edema e,
consequentemente, inflamacéo.314) As alteracdes do tipo | de Modic estdo associadas
com ruptura e fissura das placas terminais assim como com a formacdo de tecido
fibrovascular granular secundério a inflamacéo ativa.

Brown et al.” identificaram defeitos nas placas terminais com
aumento da densidade vascular e fibras neurais sensoriais relacionando-os com a dor
lombar. Por outro lado, Burke et al.(!® enfatizou que um aumento nos mediadores pré-

inflamatorios, como a interleucina-6, interleucina-8 e prostaglandina E-2, nos discos de



pacientes foi um fator importante na patogénese da dor lombar discogénica. De acordo
com Crock,®® trauma repetitivo no disco induz a producéo de substancias inflamatérias
no nucleo pulposo. Estas toxinas migram por difuséo para a placa terminal vertebral
causando reacéo inflamatéria local e dor lombar.

Alteracbes do tipo | de Modic (edema ésseo) na vértebra estao
presentes em 6% da populacdo geral e em 35-40% da populagdo com dor lombar.%)
Kjaer et al.?Y) sugeriram que a doenca degenerativa do disco com Modic tipo | € mais
frequentemente associada com dor lombar. Mitra et al.?® também notaram que o
aumento nas alteracdes do tipo | de Modic estavam clinicamente associadas com piora
dos sintomas de dor lombar.

A prevaléncia das alteragdes de Modic na coluna vertebral lombar em
pacientes com doenca discal degenerativa varia de 19 a 59% sendo os tipos | e Il os
mais comuns.?® Alteracdes de Modic sdo mais prevalentes em pacientes com doenca
discal degenerativa mas sdo incomuns em pessoas assintomaticas sem degeneracao do
disco.@:24 Kjaer et al. notaram alteracées de Modic em 9,6% de individuos sem doenca
degenerativa do disco e 34,1% daqueles com degeneragdo discal.??) Ha que se
considerar, porém, que pessoas sem dor naturalmente ndo procuram ajuda médica que
leva ao exame por imagem, portanto € possivel que pessoas com degeneracao discal

que seriam evidenciadas também com Modic ndo desenvolvam sintomatologia.

1.3 Cutibacterium acnes e inflamacéao

Cutibacterium acnes é um novo nome, cunhado em 2016, para a
espécie de comensal da pele conhecida anteriormente como Propionibacterium acnes.
A modificacdo na nomenclatura se deveu a transferéncia de isolados do género
Propionibacterium para o filo Actinobacteria, com a simultdnea descoberta de novas
espécies e subespécies. A literatura pode ter demorado um certo tempo para absorver a
nova taxonomia e nomenclatura, porém os dois nomes, Cutibacterium acnes e
Propionibacterium acnes, se referem ao mesmo microrganismo. Nesta tese, preferimos
0 uso do nome atual, Cutibacterium acnes. O C. acnes foi também categorizado de
acordo com filotipos (linhagens filogenéticas) de acordo com caracteristicas de linhas
evolutivas distintas. As principais definidas foram as do tipo IA, IB, Il e lll. A classificagao

foi ainda mais expandida com base em pesquisas com multilocus sequence typing



(MLST) e sequenciamento completo de genoma nos tipos IA1, IA2, IB, IC, Il e Ill, que
apresentaram diferencas clinicas e fenotipicas. Esses subtipos apresentam
patogenicidades diferentes e podem estar associados com varios tipos de doencgas. Os
diferentes filotipos do C. acnes néo foram alvo de analise nessa tese.?526)

Cutibacterium acnes é uma bactéria anaerobica aerotolerante, néo
formadora de esporos, Gram-positiva, microaerofilica, pleomoérfica, em formato de haste.
Esta presente nos foliculos pilosos e glandulas sebaceas da pele humana, cavidade oral,
conjuntiva, trato intestinal e meato acustico externo.?”28) O C. acnes esta concentrado
nas costas e pescoco, axila e parede toracica, o que poderia possivelmente explicar seu
envolvimento com doencas da coluna e do ombro. Homens tendem a ter concentracdes
mais altas de C. acnes comparados com mulheres.?® Adicionalmente, a localizacéo e a
concentracéo do C. acnes podem variar de acordo com o pH, temperatura, umidade e o
sebo na pele.(23:30)

No entanto, o C. acnes foi identificado como organismo causador em
varias outras infeccdes além da pele, como na derivagdo cérebro espinhal, infeccéo
dentaria, musculoesquelética, endocardite, infeccbes neurocirirgicas, discite poés-
operatoria, espondilodiscite, infeccdo na coluna e infeccdo relacionada a implantes
ortopédicos como em préteses articulares.?®) O C. acnes é subdiagnosticado e sub-
reportado como um causador de infec¢cdo, ou por ser visto como um contaminante
inofensivo ou por falha em promover condicGes adequadas de cultura.(®®

O papel do Cutibacterium acnes (antigamente conhecido como
Propionibacterium acnes) na patofisiologia da acne esta bem estabelecido;® entretanto,
um namero crescente de relatos tem relacionado esse organismo como um patégeno
oportunista responsavel por uma ampla gama de condic¢des inflamatérias e infeccéo pés-
operatéria com ou sem implantes.®? O microrganismo ja foi isolado em lesGes
ateroscleroticas, cirrose biliar primaria, cancer de préstata, sarcoidose, dor lombar e
ciatalgia; sindrome de SAPHO (sinovite, acne, pustulose, hiperostose, osteite).(8)

Estudos mais recentes descrevem o C. aches como um organismo
causador da patogénese das alteracdes do tipo | de Modic.333% Alguns autores(8-30)
isolaram essa bactéria anaerébia Gram-positiva de culturas de amostras de disco e
acreditam que o ambiente anaerdbio do disco intervertebral promove o crescimento e
proliferacdo do C. acnes naquele ambiente. Conforme explicado acima, o C. acnes faz
parte da flora normal da pele e mucosa humana, o que inclui a cavidade oral, trato

intestinal e canal externo do ouvido. Entretanto, uma falha na mucosa e um anulo fibroso



rompido apresenta, em teoria, um caminho favoravel para esta bactéria alcancar o nucleo
pulposo, onde pode se proliferar sob condicdes anaerdbicas.(®? Os macréfagos podem
sitiar o C. acnes e transporta-lo para o disco intervertebral por meio da circulacao,
liberando bactéria viavel apdés morte celular em lugar onde ha ambiente anaerdbico

favoravel para crescimento e proliferacéo. 4

1.4 Evidéncia da bactéria no disco intervertebral proposta como causa da dor

Durante a Ultima década, alguns autores demonstraram que infecgéo
intradiscal de baixa viruléncia em alguns pacientes desencadeia uma degeneracéo
progressiva do disco e aparecimento de alteragées de Modic.®® Dados recentes
reforcam a presenca de infeccdo bacteriana no disco e foram publicados por alguns
estudos microbioldgicos tanto em humanos como em animais.®5-37)

Em uma revisdo recente publicada por Gilligan et al.®® foram
analisados 19 estudos publicados que investigaram a presenca do C. aches em discos
intervertebrais humanos. Métodos diferentes para identificar a bactéria foram utilizados
nesses estudos, levando a achados diferentes. A revisdo concluiu que C. acnes foi
encontrado em 12 estudos, enquanto 0s outros sete apenas identificaram tracos da
bactéria; estes foram considerados incidentais ou resultado da contaminacéo a partir da
pele durante o procedimento cirlrgico. E interessante notar que apenas um desses
estudos utilizou técnicas quantitativas atuais para identificar adequadamente a infec¢céo
por C. acnes e apresentar resultados positivos de infecgdo.

De acordo com a literatura, hipétese de origem infecciosa da DLC
pode ser descrita em quatro fases sequenciais:(3438:40-42)

1. Dano mecanico ao disco, como uma hérnia, levando a dor lombar
aguda ou dor radicular, como a ciatica;

2. Infeccéo bacteriana do tecido discal herniado protuso, extruso ou
sequestrado;

3. Reparo e resolucdo da hérnia, seja naturalmente ou por cirurgia,
aliviando os sintomas de dor radicular em algum grau, com disseminacao de infeccéo
bacteriana no disco em alguns pacientes;

4. Como consequéncia de infeccdo bacteriana crénica ndo piogénica

do disco e inflamagdo da vértebra adjacente, meses ou anos depois, hd o



desenvolvimento de DLC, incapacitante e persistente, na auséncia de dor radicular, e

associado a presenca de alteracdes de Modic na ressonancia.

1.5 Estudos que relacionam C. acnes com a degeneracao discal e altera¢gdes do

tipo Modic tipo |

Nas ultimas duas décadas, muitos autores identificaram o C. acnes
em culturas rotineiras de discos. Conforme detalhado na reviséo da literatura adiante, foi
demonstrado que quase 50% das culturas de disco eram positivas para diversos
organismos e, na grande maioria, o C. acnes foi o organismo primariamente isolado.

Stirling et al.*3 em 2001 encontraram 19 de 36 pacientes com culturas
de disco positivas em sete dias. Eles demonstraram que bactérias, em particular o C.
acnes, poderiam ser isoladas de tecido extruso de disco herniado em pacientes com dor
radicular como ciatica, mas ndo de controles de amostras sem degeneracao (pacientes
com escoliose, por exemplo, que tiveram amostras discais coletadas). Dos 19 casos, 16
(84%) eram para C. acnes, dois (11%) para estafilococos coagulase-negativos e um (5%)
era Corynebacterium propinquum.

Dez anos depois, Agarwal et al.*% reportaram sete culturas de disco
positivas para C. acnes em 52 pacientes operados para tratamento de hérnia de disco
com cirurgia primaria de microdiscectomia. Um total de dez amostras (20%) apresentou
culturas positivas, das quais 70% para isolamento do C. acnes. No ano seguinte, Arndt
et al.*d isolaram varios organismos de 40 culturas de disco positivas, com a maioria
sendo pelo C. acnes. Um total de 83 pacientes com cultura de amostras de disco
degenerado apresentou positividade em 48% delas, das quais 45% para isolamento do
C. acnes.

Em seguida, Albert et al.*9 passaram a investigar a relagdo entre o
C. acnes e alteracfes de Modic. No estudo, entre os discos com cultura positiva para
bactéria anaerdbica, 80% desenvolveram alteragcbes de Modic na placa terminal
adjacente ao disco herniado em novos exames de ressonancia. Em contraste, nenhum
daqueles com cultura positiva para bactérias aerobias e apenas 44% daqueles com
culturas negativas desenvolveram alteracdes de Modic. A associacao entre cultura

positiva para bactéria anaerdbia e novas alteracfes de Modic foi estatisticamente



significativa. Dos 61 pacientes avaliados, 46% apresentaram cultura da amostra de disco
degenerado positiva, sendo 54% desses para o C. acnes.

Os estudos seguintes na mesma década encontraram prevaléncias
muito variadas de positividade para C. acnes no disco intervertebral. Zhou et al.®)
colheram amostras de disco degenerado de 46 pacientes e enviaram para cultura, sendo
que 11 (24%) destas foram positivas, todas pelo C. acnes. Capoor et al.®% realizaram
um estudo em 290 pacientes adultos (média de idade de 47 anos) submetidos a
microdiscectomia lombar para hérnia de disco, todos com a mesma técnica cirtrgica pela
linha média posterior. Foi realizada cultura anaerdbia quantitativa e uma amostra foi
congelada e usada para quantificacdo do genoma do C. acnes com reacao de polimerase
em cadeia (PCR — polymerase chain reaction). Foram identificadas bactérias em 130 das
290 amostras de disco. O limite inferior para disco com material abundante de C. acnes
foi definido com mais de 1x103CFU/mL para cada disco. Das 130 amostras com bactéria
identificada, em 115 havia C. acnes, abundante (39 casos) ou néo (76 casos). O numero
de genomas de C. acnes pelo PCR nas 115 amostras de disco positivas para C. aches
foi de dois a 5831 com mediana de 260 genomas por 500mg do total de DNA. Yuan et
al.*”) colheram amostras de disco intervertebral de 76 pacientes com dor lombar e/ou
ciatica sem nenhum sintoma de quadro infeccioso (como febre, por exemplo). A cultura
foi positiva para C. acnes em 16 amostras pelo 16S rDNA PCR e com prevaléncia de
21%.

1.6 Estudos refutando a hipotese da participacédo do C. acnes na degeneracao do

disco e alteracdes Modic

Estudos que ndo apoiam a hipotese em geral da participacédo de C.
acnes nas alteragcdes Modic simplesmente ndo o detectaram em nenhuma amostra ou
justificam a sua presenca como tendo origem em contaminacdo iatrogénica. Tal
contaminacgao pode ocorrer em todo o processo da cirurgia ou do estudo, desde a coleta
do tecido da amostra até o seu transporte para o laboratério ou mesmo durante o
isolamento em vidraria de laboratorio.

Dois trabalhos publicados em 2004 e 2006 tiveram resultados

negativos para C. acnes e outro em 2007 atribuiu a presenca de C. acnes a

contaminacdo ambiental. Fritzell et al.“®) detectaram culturas positivas em amostras de
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disco de dois pacientes de um total de dez (20%), sem deteccéo do C. acnes. Ben-Galim
et al.*9 coletaram amostras de 30 pacientes e apenas duas (7%) delas foram positivas,
sendo ambas por Staphylococcus coagulase-negativo. Nao foi detectado C. acnes em
nenhuma amostra. Carricajo et al.®*% coletaram amostras de 54 pacientes submetidos a
cirurgia para hérnia de disco lombar e o C. acnes foi isolado em apenas dois fragmentos
(3,7%). Além disso, culturas do ligamento amarelo e do muasculo foram também
realizadas como controle nestes dois pacientes e também foram positivas para C. acnes.
O mesmo ocorreu em outras dez amostras controles. Amostras do ar no centro cirargico
também foram coletadas durante a cirurgia e todas continham C. acnes (trés de 54
controles do ar do fluxo laminar da sala cirdrgica durante o procedimento). A
contaminacao das amostras pareceu ser a causa mais provavel da presenca de C. acnes
nas culturas do disco intervertebral.

Em 2016, Rigal et al.®V realizaram um estudo prospectivo em que
todos os pacientes foram submetidos a procedimento video-assistido de artrodese ou
correcdo de protese de disco nos niveis L4-L5 ou L5-S1. Eles compararam pacientes
submetidos a abordagem anterior do disco com os que foram operados por via
retroperitoneal para eliminar o risco de contaminacdo. Em 385 amostras de 313
pacientes (média 47,6 anos), a ressonancia magnética demonstrou alteracées do tipo
Modic | em 303 (78,7%), Modic 2 em 58 casos (15,1%) e auséncia de qualquer alteracéo
de Modic em 24 casos (6,2%). Dos seis pacientes com cultura positiva, cinco tinham
alteracdes de Modic tipo | e um paciente apresentava alteracfes de Modic tipo Il. As
culturas foram preservadas por quatro semanas em meio enriquecido e enviadas para
analise histopatoldgica. Todas as seis amostras positivas foram originarias do disco de
L5-S1. O exame histoldgico do disco apontou fibrose nao especifica de remodelamento
do disco intervertebral sem sinais de resposta inflamatdria aguda, similar a tecido de
fibrocartilagem. Foi concluido entdo que as seis amostras positivas eram provavelmente
resultado de contaminacao e os autores enfatizaram que moduladores biol6gicos, assim
como mecanismos biomecanicos e genéticos, sdo fatores para a degeneracdo. A
auséncia de infeccdo apds um ano de seguimento foi um argumento adicional em favor
da falta de relagéo entre infeccéo e degeneracao discal.

Fritzell et al.,®? em 2019, coletaram amostras de disco de 40
pacientes adultos com hérnia de disco submetidos a cirurgia de descompresséao e de 20
pacientes adolescentes com escoliose submetidos ao tratamento cirdrgico. Nesse

estudo multicéntrico europeu, foram realizadas culturas da pele, ferida operatoria, disco
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e vértebra. Foi realizada analise do DNA das amostras por meio de sequenciamento do
16S rRNA por PCR. O fato de que as amostras foram positivas na pele e ferida
corroboram a tese da contaminagdo. A anéalise de DNA bacteriano foi negativa em 98%
das amostras de disco e vértebra. No grupo com hérnia de disco, 72% dos pacientes
apresentaram pelo menos uma amostra com crescimento do C. acnes, comparados com
70% no grupo da escoliose. Ndo houve associacdo de alteracbes de Modic com o
isolamento de bactéria. Diante dos resultados, os autores concluiram que o isolamento
de C. acnes em amostras de disco e vértebras durante cirurgia de hérnia de disco em

adultos com degeneracéo discal pode ser resultado de contaminacéo.

1.7 Eficacia de antibioticos orais para dor lombar crénica

O foco do tratamento da DLC com medicagéo sempre foi baseado no
manejo de anti-inflamatorios ndo esteroidais, relaxantes musculares, opioides e
neurotroéficos. A hipotese de infec¢cdo do disco levou a realizacdo de alguns ensaios
clinicos por grupos de estudos independentes usando antibiéticos orais para tratar
paciente com DLC e alteracdes de Modic na ressonancia magnética. Em geral, os
estudos administram antibi6ticos por trés meses de acordo com o usual para tratamento
da espondilodiscite piogénica. O antibiético pode esterilizar o disco durante o periodo de
tratamento, mas leva tempo para o tecido adjacente se reestabelecer e tornar-se menos
doloroso. Dois ensaios clinicos randomizados duplo-cego destacam-se.

Albert et al.% randomizaram 162 pacientes para receber tratamento
com amoxicilina-clavulanato (Bioclavid; 1500/375 ou 3000/750mg por dia) por 100 dias
ou placebo. Nao houve diferenca significativa entre os grupos randomizados e 90,7%
dos pacientes completaram o seguimento de 12 meses com questionarios. Todos 0s
principais desfechos mensurados apresentaram melhora e foram estatisticamente
significantes. No grupo tratado com antibiético, o questionario de funcdo de Roland-
Morris apresentou melhora de 53,4% (dor lombar em 44,8% e dor na perna em 68%)
enquanto o grupo placebo ndo apresentou nenhuma melhora em nenhum desfecho. O
numero de horas com dor no periodo de quatro semanas (maximo de 448 horas) caiu de
448 para 64 horas no grupo tratado com antibidtico, enquanto ndo houve redugéo no
grupo placebo. Eventos adversos foram mais observados no grupo com antibiotico (65%

dos participantes) do que no grupo placebo (23%), e foram principalmente queixas leves
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gastroenterolégicas. O exame de ressonancia magnética realizado apés um ano de
seguimento apresentou diminuicado significativa no volume das altera¢cdes de Modic no
Grupo com Antibi6tico, o que ndo aconteceu no Grupo Placebo.

O estudo de Braten et al.®>3 incluiu tanto pacientes com alteracdes de
Modic tipo | (n=118) quanto outros com tipo Il (n=62), e os resultados foram apresentados
de maneira mista com os dois tipos. Os pacientes foram randomizados para uso oral de
antibiético 2250mg de amoxicilina por trés meses ou placebo. O grupo que recebeu
antibiético apresentou melhora de 30,7% na escala numérica de dor (NRS — numerical
rating scale) versus 17,5% no Grupo Placebo ap6s um ano. Pacientes que receberam
antibiotico com alteracao de Modic tipo | apresentaram melhora funcional mais relevante
do que aqueles com alteracdo de Modic tipo Il. Pacientes do grupo placebo também
apresentaram melhora com o tempo. Levando em consideracdo apenas 0s pacientes
com Modic |, no grupo tratado com antibiotico, 50 pacientes (56%) tiveram pelo menos
um evento adverso relacionado com a medicacdo. No Grupo Placebo, 31 pacientes
(34%) relataram eventos adversos. Um ou mais eventos adversos s€rios ocorreram em
seis pacientes (7%) no grupo que recebeu antibiético e em dois pacientes (2%) no Grupo
Placebo; nenhum relacionado ao medicamento estudado. Apesar dos melhores
resultados no grupo que recebeu antibiotico, os autores concluiram que nao houve
diferenca clinicamente significante no efeito da medicacdo nos pacientes com DLC ja
que a diferenca de melhora pelo questionario de Roland-Morris entre os dois grupos foi

menor do que quatro pontos apds um ano de tratamento.

1.8 Objetivos

1. Investigar a prevaléncia de positividade para bactérias em cultura
de tecido intervertebral de pacientes com hérnia de disco intervertebral lombar;

2. Verificar a presenca especifica da bactéria C. acnes nas amostras
do disco;

3. Verificar a presenca de outras bactérias nas amostras do disco;

4. Determinar a microbiota do disco intervertebral e sua possivel
esterilidade;

5. Avaliar fatores clinicos de progndstico clinico dos pacientes com

diagndstico de infeccao;
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6. Avaliar a relacdo de alteracfes radiologicas (Modic tipo | e 1) com

a infeccdo um ano apos a cirurgia de hérnia de disco.
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2 METODOS

2.1 Consideragdes éticas, de financiamento e publicacéo

O protocolo deste estudo foi aprovado em 10 de abril de 2017 pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE) (CAAE n.°
65102617.2.0000.0071; SGPP 2998-17). Para realizacao deste estudo, foram recrutados
pacientes que procuraram o servico do HIAE para tratamento de doencgas na coluna. Os
pacientes foram incluidos no estudo somente apds coleta de assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O projeto foi submetido para a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de S&o Paulo (FAPESP) (2016/15830-7) e teve o financiamento de seus custos
aprovado em marco de 2017.

Apesar de ser um estudo observacional, de coorte, este projeto foi
registrado prospectivamente na base ClinicalTrials.gov (NCT03158766) em maio de
2017. O projeto foi atualizado na plataforma pela dltima vez em 20 de setembro de
2021.54

O protocolo do estudo foi publicado com livre acesso pelo British
Medical Journal Open em julho de 2017 sob o titulo “Subclinical Propionibacterium acnes
infection estimation in the intervertebral disc (SPInE-ID): protocol for a prospective
cohort”.®® (Apéndice 1). O roteiro para redacdo de artigos cientificos Strengthening the
Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE) guiou a redacao deste

capitulo.®9

2.2 Desenho do estudo e local

Foi realizado um estudo de coorte prospectivo em centro Unico no
HIAE, um hospital privado na cidade de S&o Paulo, Brasil. Foram recrutados todos os
pacientes admitidos consecutivamente a partir de maio de 2017 para serem operados
para tratamento de hérnia de disco lombar na instituicdo até que fosse completado o

tamanho da amostra calculado para este projeto (conforme descrito adiante).


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03158766?term=NCT03158766&draw=2&rank=1
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Os pacientes incluidos, previamente avaliados por ressonancia
magnética, foram entrevistados por meio de questionario elaborado. Eles foram
operados entre junho de 2017 e setembro de 2019 e tiveram amostras do tecido discal
coletadas no momento da cirurgia para avaliagdo microbiologica. Esta coorte de
pacientes foi seguida prospectivamente por um ano ap0s o procedimento cirdrgico,
guando foram convocados a fazer nova ressonancia magnética da coluna lombossacra

e avaliagéo clinica geral.

2.3 Participantes: recrutamento e inclusdo no estudo

A avaliacdo de elegibilidade dos pacientes foi realizada pelo
investigador principal ou por um pesquisador colaborador, incumbido de confirmar
critérios de inclusdo e exclusdo descritos a seguir. Quando o paciente optou em
participar, o pesquisador Ihe apresentou todo o estudo, assim como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para que assinasse e datasse, afirmando seu
desejo e capacidade de participar de todas as etapas da investigacdo clinica e
reabilitagcdo. Uma coépia do termo foi anexada ao prontuario do paciente e a outra
entregue ao paciente. Na incapacidade do paciente em assinar o termo de
consentimento escrito, o pesquisador ofereceu explicacdes e orientacées de maneira
oral, e apds consentimento oral, uma testemunha presente assinou o termo.
Pacientes que se recusaram a assinar o termo nao foram incluidos no estudo.

Foram incluidos no estudo pacientes entre 18 e 65 anos de idade, de
ambos 0s sexos, com diagnostico de hérnia de disco lombar, a serem submetidos a
cirurgia de hérnia de disco por técnica aberta (microdiscectomia). A cirurgia foi
recomendada pelo cirurgido assistente quando identificada hérnia de disco (pelo exame
de ressonancia magnética) comprimindo nervo e gerando ciatalgia, independentemente
da caracterizacao da inflamacédo no exame de imagem.

N&o foram incluidos no estudo pacientes submetidos previamente a
outra cirurgia de coluna lombossacra em qualguer momento da vida; os que foram
submetidos a infiltracdo do disco e/ou discografia prévia ao tratamento cirdrgico;
pacientes submetidos ou com indicacdo de cirurgia endoscopica para retirada da hérnia
de disco; pacientes submetidos a artrodese da coluna no mesmo momento da cirurgia

de hérnia de disco. Também nao foram incluidos pacientes em uso de quimioterapia;
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imunocomprometidos; com histéria de infeccdo bacteriana em outro sistema seis meses
antes da cirurgia ou com uso de antibiético nos ultimos dois meses; pacientes com dados
do formuléario especifico incompletos.

De acordo com o protocolo, o paciente seria excluido do estudo nos
seguintes casos:

- Retirada do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, mesmo
que posterior a inclusdo no estudo;

- Obito;

- Sintomas clinicos de infeccdo como dor importante lombar ou
radicular, febre sem outros focos identificados, com alteracdo de exames de velocidade
de hemossedimentacao (VHS), proteina-C reativa e leucograma alterado, e exames de
imagem que comprovassem necessidade de interromper o mascaramento dos
resultados dos exames de cultura.

Para cada caso retirado do estudo, foram registrados os motivos e
circunstancias que o levaram a tal. Os dados do paciente coletados até a data da saida

do estudo foram utilizados na analise final.

2.4 Tratamento recebido por todos os pacientes

Todos os pacientes compondo esta coorte foram operados pelo
principio da descompressdo do canal lombar com discectomia. O método e técnica
cirirgica utilizada foram decididos pelo cirurgido assistente de acordo com sua
experiéncia e preferéncia e em comum acordo com o paciente, mas em linhas gerais
seguiu o descrito abaixo.

De acordo com o principio tradicional da cirurgia de discectomia
lombar, o paciente sob anestesia geral é colocado em posi¢céo prona semiflexionada na
mesa de cirurgia, onde € realizada tricotomia da regido lombar seguida de assepsia da
pele com degermacdo com clorexidina por dois a cinco minutos. A antissepsia &
completada com o isolamento da area lombar a ser operada com campos cirdrgicos
estéreis. O nivel operatério € identificado por radioscopia, utilizando-se uma agulha
espinhal e fluoroscopia. Pequena incisdo paramediana de 2cm € feita longitudinal
lateralmente a linha média no lado da hérnia de disco lombar. A incisdo varia de dois a

quatro centimetros de acordo com o cirurgido e o tipo de afastamento. A disseccéo
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subcuténea é realizada até a fascia, que € incisada para acesso ao plano intermuscular.
Por meio de dilatadores sequenciais, o plano intermuscular até a lamina 0ssea vertebral
é criado e um afastador ou retrator tubular ou afastadores ou separadores laterais com
apoio no processo espinhoso no nivel a ser operado € posicionado, guiado por
radioscopia intraoperatoria. Nesse momento, o cirurgidao sera auxiliado por magnificacao
visual proveniente de microscépio ou lupas cirdrgicas assim como respectiva iluminacao
focal. Uma vez exposta a lamina O0ssea vertebral do nivel a ser operado, € realizada
laminotomia parcial (hemilaminectomia) com broca 6ssea ou pin¢a Kerrison no arco
posterior das vértebras para exposicao do ligamento amarelo.

Para este estudo, o ligamento amarelo foi entdo removido em peca
Unica apos liberagdo das superficies laminares cefélica e caudal com cureta e enviado
como tecido controle para cultura. Em seguida, apds passagem pelo ligamento amarelo,
€ realizada a dissecc¢ao do saco dural e sua retracdo para acesso ao disco intervertebral.
A parede medial do pediculo caudal é identificada e a raiz nervosa transeunte
suavemente retraida. O fragmento extruso ou protuso do disco intervertebral é retirado
para descompressao dos nervos. A discectomia envolve a remogdo do fragmento
destacado apenas junto com os fragmentos soltos restantes dentro do disco. As
amostras de disco coletadas sdo encaminhadas para cultura e patologia. O tamanho da
anulotomia foi reduzido ao minimo possivel.

Apo6s completada a dissecc¢ao e a liberacdo do nervo e assegurada a
hemostasia, e antes de ser finalizada a cirurgia com fechamento da via de acesso,
amostras do musculo multifido foram coletadas e enviadas para analise de cultura. O
fechamento da ferida subcutanea foi feito com sutura continua de vicryl® 2-0, seguido de
fechamento da pele e curativo.

O tempo de cirurgia foi calculado pelo pesquisador com o horario de
inicio e final da operacédo registrados em formulario eletrénico. Nenhuma cirurgia foi
gravada. O pesquisador esteve presente durante todas as cirurgias mesmo que nao
fosse o cirurgido responsavel pelo paciente, para assegurar que a mesma técnica
cirurgica e os mesmos procedimentos de coleta tecidual fossem utilizados em todos os
casos.

Todos os pacientes realizaram tratamento coadjuvante ap0s a cirurgia
com um minimo de dez sessdes de fisioterapia pos-operatdria, conforme o protocolo

descrito no apéndice 1, e orientados a manter os exercicios aprendidos na sua rotina
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domiciliar. O uso de medicamento para dor foi livre, e de acordo com o0 médico assistente
do paciente.

Amostras de sangue para andlise de leucograma, VHS e proteina C-
reativa foram coletadas no pré-operatdrio e apos um, seis e 12 meses da data da cirurgia.

2.5 Avaliacbes

2.5.1 Questionarios

Os questionarios de dor (NRS),®" fungdo (Oswestry)®®8 e qualidade
de vida EuroQol-5D (EQ-5D), em suas versdes traduzidas para a lingua portuguesa (6%
foram aplicados antes da cirurgia e nas consultas de retorno, realizadas apés um, trés,
seis e 12 meses apos o procedimento cirargico, com um desvio aceitavel de sete, 14, 21
e 28 dias respectivamente.

A administracdo dos questionérios foi feita por uma assistente de
pesquisa, que poderia ser uma secretaria do consultério ou uma enfermeira. Uma delas,
conforme o0 caso, entregou aos pacientes 0s questionarios impressos dentro de
envelopes para serem respondidos, sem ajuda, em casa, e devolvidos nos mesmos
envelopes no dia da consulta de retorno com o meédico. Uma forma alternativa de
aplicacdo do questionario, principalmente durante o periodo de reducdo do servico
presencial devido a pandemia de COVID-19, foi o envio dos questionarios por correio
eletrdnico para o paciente preencher em casa, devolvendo também por correio

eletrénico.

2.5.2 Exame de imagem

Exames de ressonancia magnética para diagnoéstico da hérnia de
disco foram realizados no pré-operatério e ap6s 12 meses do procedimento cirdrgico.

Os exames de ressonancia magnética foram realizados em aparelhos
das marcas Siemens e General Electric, todos com a poténcia de 1,5T (mesma qualidade
de imagem). Os modelos utilizados durante o estudo foram Siemens Aera ou Espree,

GE Sign HDxt, Optima 450w ou Artist. Foram utilizadas as seguintes imagens:
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- No plano sagital: o fast spin-echo ponderado em T1, T2 e T2 com
saturacdo de gordura ou short tau inversion recovery (STIR), conforme protocolo
institucional adotado em todos os exames;

- No plano coronal: foram utilizadas imagens na mesma sequéncia
para a mensuracgao.

Faz parte do protocolo institucional de acompanhamento dos
pacientes operados 0 uso de contraste no exame de ressonancia magnética. Portanto,
estas sequéncias pos-operatorias tiveram uso de contraste, embora o contraste ndo seja
necessario para a analise de imagem neste estudo.

A mensuracao e classificacdo das lesdes foram realizadas por dois
radiologistas experientes em imagens de ressonancia magnética do sistema
musculoesquelético. As avaliacdes foram feitas de forma independente, com previsédo
para reunido de consenso caso houvesse conflito. Os radiologistas trabalharam na
identificacdo da hérnia e na avaliacdo das lesbes de acordo com o sistema Modic,
conforme descrito adiante, quantificando e medindo, conforme ilustrado na figura 2, as
alteracdes do tipo Modic.

Figura 2. Método de mensuracao radiologia do tamanho
da alteracdo de Modic de acordo com altura e largura no
corte sagital em imagem do banco de dados deste estudo
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2.5.3 Coleta de material tecidual para analise histologica e microbioldgica

Os pacientes incluidos no estudo, apds terem sido anestesiados de
forma habitual para a cirurgia, passaram por processo de preparo pré-incisdo de
degermacéo e antissepsia com solucdes de clorexidina. Todos os pacientes receberam
antibiotico profilatico intravenoso no exato momento da inciséo de pele (cefuroxima, 1,59,
ou em até uma hora antes da inciséo, antes da inducao anestésica, e previsdo de 750mg
administrados a cada quatro horas no intraoperatorio e a cada oito horas no pds-
operatorio). Durante a cirurgia, foram coletados tecidos para andlise de forma
padronizada. Para cada amostra coletada, um conjunto de ping¢as esterilizadas foi aberto
e utilizado neste estudo, de maneira que a contaminacdo de amostras e fragmentos
fosse minimizada.

Foram retirados quatro fragmentos de cada tecido: um do ligamento
amarelo (no inicio da cirurgia), dois do disco intervertebral herniado (em tratamento) e
um do musculo multifidio (ao final da cirurgia), conforme demonstrado na figura 3. O
primeiro fragmento de cada tecido foi colocado em frasco universal estéril (tubo seco). O
segundo e terceiro fragmento foram colocados em tubo contendo tioglicolato (Merck, Rio
de Janeiro) para culturas aerdbia e anaerobia, contendo 20 esferas de vidro em cada
tubo. O quarto fragmento, coletado do disco, foi enviado para a analise histologica de
rotina (conforme protocolo cirdrgico). O fluxograma do processo de coleta de amostras
para envio para cada tipo de analise encontra-se descrito na figura 4.

Um funcionério do laboratério de microbiologia estava presente na
sala cirirgica em todas as cirurgias para coletar e levar as amostras nos tubos em até
30 minutos para serem processados conforme descrito a seguir. Por questdes logisticas,
as amostras eram levadas ao laboratério ao mesmo tempo, entretanto, quando houve
durante a cirurgia mais de 30 minutos entre a coleta de uma amostra e outra, estas foram
enviadas em tempos diferentes em mais de uma saida para o laboratorio. Uma das
amostras do tecido do disco foi coletada em tubo OMNIgene-GUT (DNA Genotek,
Ontario, Canada), para preservar sua microbiota, e foi alocado em temperatura -80°C até
a extracao do DNA e sequenciamento pelo teste next generation sequencing (NGS)
conforme descrito adiante. Foram realizadas trés culturas do disco intervertebral, trés

culturas do ligamento amarelo e trés culturas do musculo multifidio de cada paciente.
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2.5.4 Anédlise histologica

O fragmento de disco herniado (2 x 2 x 5mm) a ser enviado ao
laboratério de anatomia patolégica foi colocado em frasco universal contendo formol
tamponado a 10% ainda no centro cirdrgico. No laboratério, foi processado em
graduacdo crescente de alcool, diafanizado em xilol e incluido em parafina (60-65°C).
Foi processado para coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) e coloracdo de Gram para
confirmacéo da identificacdo do tecido e analise da presenca de malignidade.

Para HE, foram realizados cortes de 4um e realizada
desparafinizacdo com xilol por dez minutos duas vezes. Em seguida, os fragmentos
foram hidratados com alcool em concentracdes crescentes e corados com hematoxilina
por cinco minutos, agua corrente por cinco minutos, eosina por um minuto e agua
corrente por dois minutos e aplicado em meio para montagem da lamina Entellan.

Para a analise de Gram, outra lamina foi coberta com cristal de violeta
por um minuto, lavada em agua corrente por um minuto e coberta com lugol por um
minuto, seguida de nova lavagem em agua corrente. Realizou-se 0 descoramento da
lamina com alcool 95% por dez segundos, agua corrente e depois coloracdo com fucsina
por 30 segundos, lavagem em agua corrente, secagem e aplicacdo de meio para

montagem de laminas Entellan.

2.5.5 Pesquisa de microrganismos: culturas

Os trés fragmentos do disco intervertebral herniado coletados durante
a cirurgia para pesquisa de microrganismo tinham aproximadamente 2 x 2 x 5mm. Eles
foram macerados dentro de capela de fluxo laminar até obtencdo de conteludo
homogéneo. O mesmo procedimento foi efetuado com o ligamento amarelo e musculo
multifidio.

Foram seguidos critérios similares dos utilizados para deteccdo de
infeccdo em artroplastias da Sociedade de Doengas Infecciosas da Ameérica (IDSA —
Infectious Diseases Society of America), que recomenda que pelo menos duas culturas
(aerdbia e anaer6bia) sejam positivas com mesmo patégeno para confirmar infeccéo.®?)

O método é utilizado para caracterizacdo de patdégenos isolados de fragmentos de disco
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intervertebral herniado.® As culturas aerébia e anaerébia foram realizadas conforme
detalhado a seguir.

Para cultura aerobia, as amostras foram semeadas em agar sangue
de carneiro 5%, agar chocolate e MacConkey e incubadas em estufa a 35°C (atmosfera
suplementada com CO2) por um periodo de cinco dias. Em caso de positividade e
crescimento bacteriano em placa, a colonia foi identificada por Matrix Assisted Laser
Desorption lonization — Time of Flight (MALDI-TOF) Microflex LT (Bruker Daltonics/BD).
O perfil de sensibilidade foi realizado, quando aplicavel, seguindo as recomendacdes do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Para a cultura anaerébia, a amostra foi semeada em tubo de
tioglicolato e incubada em estufa a 35°C por um periodo de até 21 dias. Caso ocorresse
a turvacao do meio de tioglicolato, o material seria semeado em agar sangue anaerdbio
e incubado em estufa a 35°C em atmosfera de anaerobiose. Apds crescimento em placa,
o isolado foi identificado por MALDI-TOF e, quando aplicavel, realizado teste de

sensibilidade aos antimicrobianos seguindo as recomendacdes do CLSI.

2.5.6 Identificacdo molecular dos patdgenos: sequenciamento de nova geracao

As culturas positivas que apresentaram crescimento de patégenos
aerobios ou anaerdbios tiveram os isolados armazenados em freezer a -80°C para
posterior andlise molecular para sua identificagéo. Foi realizada a tipagem molecular pela
técnica de pulsed field gel electrophoresis dos isolados de acordo com o protocolo
descrito por Oprica et al.(®? utilizando a enzima de restricdo SPe-I e utilizando o software
BioNumerics (bioMérieux, Holanda) para analise dos resultados. Esta analise foi
realizada para identificar o patégeno (espécie e género).

Durante a realizacdo deste estudo, tornou-se disponivel no hospital
uma tecnologia de rastreamento da sequéncia de DNA da amostra que néo estava
prevista no protocolo original do trabalho, a NGS. Por ser capaz de detectar restos de
DNA bacteriano, tem sensibilidade muito superior na deteccdo do patdgeno no material
em comparacdo com a cultura tradicional de tecidos, fornecendo microbioma completo.
Visto que a aplicacdo desta tecnologia para o tecido do disco intervertebral € nova e sem

publicacao pregressa na literatura, o grupo desenvolveu e validou a aplicagédo do NGS
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para esta finalidade. Esta validac&o foi publicada na literatura durante o desenvolvimento
desse projeto®3 (Apéndice 2).

Como este novo teste foi disponibilizado durante o transcorrer deste
estudo, uma nova submissao ao CEP foi enviada e aprovada, e o teste foi aplicado nos
altimos 17 pacientes incluidos, juntamente com o0s outros métodos apresentados de
identificacdo de patégenos descritos anteriormente.

Em sintese, o NGS foi realizado com extracdo do DNA, realiza¢édo de
PCR, purificacdo e indexacdo dos genes bacterianos encontrados, verificagdo do
tamanho e quantificacdo da biblioteca e sequenciamento, conforme detalhado a seguir:

e Extracdo do DNA: o DNA genbmico foi extraido utilizando o kit
Qiagen DNA Microbiome (Qiagen, Venlo, Holanda), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. O volume inicial de cada amostra para a extracao foi de 1mL e o DNA extraido
foi efluido em 50uL de tampdo AVE. Este kit depleta DNA do hospedeiro e aumenta o
rendimento de DNA bacteriano;

e Realizacdo de PCR para amplificacdo das regides V3-V4 do gene
16S rRNA: as regides hipervariaveis V3 e V4 do gene 16S rRNA foram amplificadas
utilizando o kit QIAseq 16S/ITS Region Panels (Qiagen, Venlo, Holanda). Antes da
reacao de PCR foi verificada a concentracdo de cada amostra de DNA por fluorimetria,
utilizando-se o equipamento Qubit Fluorometer 4.0 (Invitrogen Co., Waltham, Estados
Unidos) com o kit Qubit dsDNA HS Assay (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Estados
Unidos) de acordo com as informacg@es do fabricante. Apds a quantificacdo, as amostras
foram diluidas para 1ng/uL. Para a amplificacdo das sequéncias-alvo, foram utilizados
5,0uL do DNA a 50ng/uL, 2,5uL de UPC Master Mix, 1uL de Region Panel e 1,5uL de
agua UPC PCR, obtendo um volume total de 10uL. A reacao foi realizada nas seguintes
condi¢Bes: 95°C por cinco minutos, seguida de 12 ciclos de desnaturacao 95°C por 30
segundos, “anelamento” 50°C por 30 segundos, 72°C de extenséo por dois minutos, uma
extensao final de 72°C por sete minutos e mantidas a 4°C;

e Purificacdo da regido V3-V4 do gene 16S rRNA ampliado: para o
processo de purificacdo, foram adicionados 40uL de dgua UPC PCR e 55uL de QlAseq
beads por reacdo, seguido de duas lavagens com 200uL de etanol 80%. ApoOs as
lavagens, os amplicons purificados foram diluidos em 35uL de agua UPC PCR,;

e Indexacdo dos amplicons purificados: aos amplicons purificados
foram adicionados indexes e adaptadores de sequenciamento utilizando o kit QlAseq
16S/ITS index (Qiagen, Venlo, Holanda), através da reacdo: 12,5uL de UPC Master Mix,
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5uL de agua UPC e 32,5uL do amplicon, para uma reacao final de 50uL. A reacéo final
foi adicionada em uma placa contendo os adaptadores e incubada nas seguintes
condigdes: 95°C por dois minutos, seguida de 19 ciclos de desnaturagédo a 95°C por 30
segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos, 72°C de extensao por dois minutos, uma
extensao final de 72°C por sete minutos e mantidas a 4°C;

e Purificacdo dos amplicons indexados: a etapa de purificacdo foi
realizada com 45uL de QlAseq beads por reacdo, seguida de duas lavagens com 200puL
de etanol 80%. Apos as lavagens, as bibliotecas purificadas foram diluidas em 30uL de
agua livre de nuclease;

e Verificacdo do tamanho e da quantificacéo da biblioteca: o perfil do
tamanho dos fragmentos foi avaliado no equipamento Agilent 2200 TapeStation (Agilent,
Santa Clara, Estados Unidos), utilizando a High Sensitivity D1000 Screen Tape (Agilent).
A quantificacéo foi realizada no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Waltham, Estados Unidos), utilizando o kit Qiaseq Library Quant Assay
(Qiagen, Venlo, Holanda);

e Equimolarizacdo das bibliotecas para sequenciamento: nesta
etapa, todas as bibliotecas foram ajustadas para 2nM baseado nas quantificacbes com
o kit Qiaseq Library Quant Assay (Qiagen, Venlo, Holanda), para que todas tivessem
representacdo equimolar no pool para sequenciamento. Apés a diluicdo, 5uL de cada
biblioteca foram transferidos para um novo tubo Eppendorf LoBind de 1,5mL para o
preparo do pool de sequenciamento;

e Sequenciamento: para a desnaturacdo do pool, foi realizada a
combinacgéo de 5uL do pool a 2nM com 0.2N de NaOH. Apds a desnaturacéo, foram
adicionados 990uL do tampédo HT1 (lllumina, San Diego, Estados Unidos) para uma
concentracdo do pool de 10pM. Ao pool a 10pM foram adicionados 10% de Phix
(llumina, San Diego, Estados Unidos) e esse pool foi submetido ao sequenciamento na
plataforma NextSeq (lllumina, San Diego, Estados Unidos) com o kit Miseq Reagent V3
(600 ciclos) (lllumina, San Diego, Estados Unidos);

e Andlise do sequenciamento por bioinformatica: apdés o
sequenciamento, as sequéncias geradas foram analisadas utilizando o pipeline QIIME.
Porém, este método nao apresentou bons resultados devido ao baixo numero de leituras.
Entdo, a classificagdo taxonémica das leituras foi realizada utilizando o software
Geneious Prime (Geneious Prime 2020.1.2, Boston, Estados Unidos), de acordo com o

protocolo padrdo 16S Biodiversity Tool. Posteriormente, as leituras pareadas foram
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sobrepostas utilizando o plugin FLASH e as sequéncias de baixa qualidade e com menos
de 50 pares de bases foram filtradas e submetidas a classificacdo taxonémica utilizando
a ferramenta RDP versdo 2.12.69 Todas as andlises do microbioma foram feitas em
duplicata para assegurar que todas as leituras fossem mapeadas corretamente. O disco
intervertebral € geralmente conhecido por ser teoricamente estéril ou com pouca
colonizacao de bactéria. No entanto, para aumentar a amplificacéo das regifes V3 e V4
do gene 16S rRNA foram utilizadas concentracdes diferentes de DNA nas reacdes de
PCR. Para o controle de qualidade do teste foi incluido o controle comercial de uma
comunidade microbiana padrdo da ZymoBIOMICS (Zymo Research, Orange, Estados
Unidos), e os resultados de nossas analises foram consistentes com o esperado do
padréo;

e Andlise estatistica do sequenciamento: para reportar os dados, foi
utilizada andlise descritiva. A classificacdo taxonémica foi demonstrada em formato de
graficos e o microbioma do disco foi reportado em porcentagem de acordo com a
frequéncia de patdgenos. Para assegurar que a quantidade de bactérias mapeadas

fosse significante, um valor minimo de corte de 20 leituras foi considerado.®4

2.6 Mascaramento

Os resultados dos exames da pesquisa de micro-organismos feitos
para este estudo ndo foram incluidos no sistema de prontuérios eletrénicos do hospital.
Desta forma, foram ocultos do paciente, do cirurgido assistente e de outros profissionais
envolvidos com a pesquisa. Somente o pesquisador principal teve acesso aos resultados
microbioldgicos, recebidos diretamente do laboratorio e sem conexdo a prontuéarios. O
médico assistente também nado teve acesso aos resultados dos questionarios de
avaliacao funcional. O mascaramento do médico assistente sé seria quebrado caso o
paciente desenvolvesse sinais e sintomas claros de infec¢éo requerendo tratamento.

O radiologista que avaliou os exames de ressonancia magnética
também ndo teve acesso aos dados clinicos do paciente, pois realizou as analises de
forma independente do sistema de prontuarios eletrdnicos e sem acesso aos resultados
da microbiologia.

Apos receber os questionarios dos pacientes, uma das assistentes de

pesquisa tabulou os dados em planilha eletrénica de forma independente do cirurgido
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assistente ou dos pesquisadores. O sistema de auditoria de pesquisa do hospital auditou
a digitacao destes dados. A tabela de dados fornecida para a analise estatistica nédo

continha dados ou informacgdes que identificasse qualquer um dos participantes.

2.7 Defini¢céo dos desfechos

2.7.1 Desfechos primarios

O objetivo principal do estudo considerou que o disco intervertebral
estaria infectado por algum patdégeno de baixa viruléncia e que promoveria o
aparecimento de alteracdes de Modic e DLC. Para tal, foi realizado o calculo de taxa de
incidéncia de infec¢do (TIl) do disco intervertebral lombar (nimero de casos de infeccéo
sobre numero de pacientes na coorte). Este foi considerado o desfecho primario
investigado nesta pesquisa.

A TII foi calculada da seguinte forma:

Tl = (nimero de infecgdes presentes)

(namero total de pacientes)

Para ser considerado como um caso de infec¢do, o paciente deveria
apresentar positividade na cultura das amostras de disco intervertebral em pelo menos
duas das trés amostras enviadas, assim como apresentar negatividade nas culturas dos
tecidos controles de ligamento amarelo e musculo multifidio.

Um paciente que apresentasse positividade das amostras do disco,
porém com positividade simultdnea das amostras de ligamento e/ou musculo, foi
considerado como um caso em gque a infec¢cdo das amostras provavelmente ocorreu
durante o estudo, ou seja, por contaminacao proveniente dos outros tecidos ocorrendo

pela manipulagéo cirdrgica (intraoperatoria) ou durante coleta das amostras.
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2.7.2 Desfechos secundarios

Além do desfecho principal, seis outros desfechos secundérios foram
estudados: dor lombar, qualidade de vida, funcao, incidéncia de alterac6es na imagem
tipo Modic e seu volume e tamanho e eventos adversos do tratamento cirdrgico. A forma
de avaliacdo de cada um destes desfechos esta detalhada a seguir:

1. Dor lombar: a intensidade de dor lombar e a limitacdo para
atividades didrias em pacientes com e sem infec¢do foi avaliada por meio de NRS
aplicada no momento de recrutamento do paciente e apos um, trés, seis e 12 meses do
procedimento cirdrgico. A NRS e a escala visual analdgica (VAS) correlacionam-se bem
e sdo igualmente sensiveis para avaliar dor apés cirurgia.(® A NRS é facil de administrar
e codificar e menos erros ocorrem no registro dos resultados em comparagao com a
VAS.66) O escore resultante vai de zero a 10 pontos, com valores maiores indicando
mais dor. Por ser mais facil de preencher,© é preferida pelos pacientes.®”) A diferenca
minima clinicamente importante foi considerada como de 2 pontos;©8

2. Qualidade de vida: a qualidade de vida foi avaliada com
questionario EQ-5D versao 3L, validado para o portugués, aplicado no momento do
recrutamento do paciente e apds um, trés, seis e 12 meses do procedimento cirtirgico.®9
O EQ-5D é um instrumento padronizado autopreenchido que consta de cinco itens:
mobilidade, autocuidado, atividades usuais, dor e ansiedade/depressédo. Cada dominio
tem trés niveis de resposta. O escore final (indice EQ-5D) foi quantificado de 0 a 1 de
acordo com a orientacao de célculo dos desenvolvedores deste instrumento. Comparado
ao instrumento Short-Form 36 (SF-36), apresenta a vantagem de ser muito mais curto e
rapido de analisar e avaliar.®® A diferenca minima clinicamente importante foi
considerada como de 0,3 pontos;©9

3. Avaliacao da funcédo: a funcéao foi avaliada por meio do questionario
de Oswestry para dor lombar, validado para o portugués,®® que contém 10 perguntas.
O questionario foi aplicado no momento do recrutamento do paciente e apés um, trés,
seis e 12 meses do procedimento cirdrgico. O indice de incapacidade de Oswestry (ODI
— Oswestry Disability Index) € um instrumento especifico para avaliacdo da funcédo em
casos de alteragcfes na coluna, em que sdo avaliadas dez atividades da rotina diéria ou

“secdes”, com seis alternativas de resposta para cada atividade. Quanto mais alto o valor
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na escala, que vai de zero a 100, mais incapacitado esta o paciente. A diferenca minima
clinicamente importante foi considerada como de 10 pontos;(79

4. Incidéncia de alteragcdes do tipo Modic: foi avaliado se havia
alteracées de imagem Modic no momento antes da cirurgia e o aparecimento e/ou
mudanca do tipo de Modic nos pacientes operados apds um ano da cirurgia;

5. Volume e tamanho de alteragées Modic: o volume (mm?) e o
tamanho (mm) das modificagfes tipo Modic na ressonancia foram mensuradas por dois
radiologistas experientes em sistema musculoesquelético. Foram avaliadas e
comparadas as imagens adquiridas no pré-operatorio e com 12 meses apos a cirurgia.
Foram avaliadas na placa terminal superior e placa terminal inferior do disco. Foram
comparados com o exame pré-operatério que serviu como linha de base para analise;

6. Efeitos adversos: foram registrados eventos como falha do
tratamento cirargico (recidiva; instabilidade; necessidade de nova intervencdo etc.);
infeccbes superficiais; fistulas; trombose venosa profunda, e qualquer outro evento

adverso.

2.7.3 Variaveis de confuséao

As seguintes variaveis foram consideradas como de confuséo: idade,
género, consumo de alcool, tabagismo, indice de massa corporea (IMC), realizacédo de
infiltracdo com corticoide até seis meses antes da cirurgia, uso de corticoides orais até
trés meses antes da cirurgia e diabetes. Como essas informacdes poderiam variar ao
longo do tempo, foram considerados os valores da Ultima avaliacdo antes do
procedimento cirdrgico.

O consumo de alcool foi categorizado como ausente (ndo consome
ou consome esporadicamente) quando era de menos que um copo ou taca/dia; consumo
leve (um a dois copos ou taca/dia); consumo moderado-alto (trés ou mais copos ou
taca/dia) e ndo avaliado.("")

O paciente foi categorizado, quanto ao tabagismo, simplesmente em
ex-fumante; fumante; ndo fumante; ou néo informado.(?

Na avaliacéo do IMC, o paciente foi categorizado como de baixo peso
(<18,5kg/m?); peso normal (18,5 — 25kg/m?); com sobrepeso (25 — 30kg/m?); obeso

(>30kg/m?); néo registrado ou n&o informado.?
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2.8 Céalculo do tamanho da amostra

O célculo de tamanho amostral levou em consideracédo a estimativa
da incidéncia de infec¢é@o de baixa viruléncia em pacientes com hérnia de disco lombar.
Assumindo que 46%(4 de pacientes com DLC inespecifica apresentam alteracdes de
Modic a ressonancia magnética e que a alteracdo de Modic pode ser uma expressao
dessa presenca da bactéria provocando baixa inflamacéo, antecipamos que o numero
minimo de pacientes a serem acompanhados seria de 95 para a construgdo de um
intervalo de confianca de 95% com preciséo absoluta de 10% e com nivel de significancia
de 5%.

Ficou estabelecido que o recrutamento de pacientes ocorreria por 24
meses ou até que se completasse a amostra de 95 pacientes (n calculado segundo

detalhado no item calculo amostral), 0 que ocorresse primeiro.

2.9 Andlise estatistica

Variaveis qualitativas foram descritas por frequéncias absolutas e
porcentagens, e variaveis quantitativas foram descritas por médias e desvios-padrao,
medianas e quartis, além de valores minimo e maximo. A combinacao de medidas resumo
mais apropriada para cada variavel foi destacada nas tabelas e a concluséo foi obtida a
partir do estudo da distribuicdo das variaveis, feito por graficos boxplots, histograma,
graficos de comparacfes de quartis e testes de normalidade de Shapiro-Wilk.

As comparacdes entre grupos foram feitas por testes t de Student ou
testes ndo paramétricos de Mann-Whitney para varidveis quantitativas e por testes de
qui-quadrado ou testes exatos de Fisher para variaveis categoricas.

A incidéncia de infec¢do de baixa viruléncia foi obtida com a divisdo
do nimero de casos positivos no exame bacterioldgico do material cirdrgico pelo numero
total de pacientes, e as estimativas foram acompanhadas de intervalos de confianca de
95%. Apos a identificacdo dos casos de infeccdo, foi investigado se havia associacéo
entre a presenca de infeccdo e os desfechos dos pacientes por meio de modelos de
regressao logistica para o desfecho Modic, modelos de regresséo logistica ordinal para

o desfecho volume e tamanho de Modic e por meio de modelos de regressao linear ou
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modelos lineares generalizados para os desfechos numéricos; a saber: dor lombar,
qualidade de vida e funcao.

Comparag0es pré e pos-cirurgia quanto ao aparecimento, tamanho ou
mudanca do tipo de Modic foram feitas por teste de Wilcoxon para dados pareados,
considerando somente 0s pacientes que permaneceram no estudo apos um ano (nao
perdidos). Para as comparac¢des de medidas ao longo do tempo entre grupos, utilizamos
modelos de equacdes de estimacdo generalizada com distribuicdo Tweedie ou Normal.

Todos os modelos consideraram como variaveis de confusdo o
tabagismo, a presenca de diabetes, a realizacédo de infiltracdo de corticoide e o IMC,
além de género do paciente, idade e consumo de &lcool. Os resultados foram
apresentados por estimativas de efeito como razdes de chances ou razées de médias e
intervalos de confianca de 95% além de valores-p para as comparac¢des multiplas entre
momentos e grupos, que foram corrigidas pelo método de Bonferroni sequencial.

Para a andlise do estudo transversal, foram utilizados os dados de
todos os pacientes incluidos e que foram submetidos a coleta de tecidos para cultura.
Para o estudo de coorte, sobre alteracbes tipo Modic, foram incluidos somente os
pacientes que retornaram para acompanhamento um ano apos a cirurgia para realizacéo
de ressonancia magnética (analise de casos completos).

As andlises foram realizadas com o auxilio do programa SPSS( e
considerando nivel de significancia 5%.
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3 RESULTADOS

3.1 Descricao dos pacientes

No periodo de maio de 2017 a setembro de 2019, dentre os pacientes
consecutivamente admitidos no servico para atendimento no hospital, 112 tinham
diagnéstico de hérnia de disco lombar, foram submetidos a cirurgia de microdiscectomia
por técnica aberta e incluidos no estudo. Destes, 67 (59,8%) eram homens. A idade dos
pacientes na ocasido da cirurgia variou entre 19 e 65 anos, com média de 42,4 anos
(desvio padrao [DP] de 11,0 anos). Observamos que 37 (33,0%) pacientes estavam
afastados do trabalho devido a dor na coluna, por periodos entre menos de uma semana
até dois anos.

No pré-operatdrio, 0 peso dos pacientes variava entre 55 e 128Kkg,
com média de 83kg (DP=14,4kg) e média de IMC de 27,3kg/m? (DP=3,6kg/m?), variando
entre 19,2 e 36,7kg/m?, sendo 33 (29,5%) com peso adequado, 48 (42,9%) em
sobrepeso e 31 (27,7%) obesos.

Todos os relatérios da andlise anatomopatologica confirmaram a
identificagc&o do tecido da amostra discal como sendo de disco intervertebral, de natureza
fibrocartilaginosa, e auséncia de sinais morfolégicos de malignidade. O resultado das
culturas dos tecidos mostrou uma minoria (12,5%) com positividade para qualquer
crescimento bacteriano. A maioria dos casos positivos foi entre os homens. A tabela 1
apresenta as caracteristicas dos pacientes na amostra total e classificados como
positivos ou negativos para infeccdo. As analises que seguem consideram como
‘positivos” os casos em que apenas o disco intervertebral continha bactérias mais os
casos em que outros tecidos, como muscular e ligamentar, também estavam afetados,
indicando possivel caso de contaminagdo durante a coleta ou processamento de

amostras neste estudo.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos pacientes com diagnostico de hérnia de disco lombar
submetidos a cirurgia de hérnia de disco por técnica aberta e positividade para cultura tecidual do disco
intervertebral

Resultado das culturas

e . — . - Total
Caracteristica Negativo Positivo + contaminacéo (n=112) Valor-p
(n=98; 87,5%) (n=14; 12,5%)

Sexo
Feminino 43 (43,9) 2(14,3) 45 (40,2) 0,035Q
Masculino 55 (56,1) 12 (85,7) 67 (59,8)

Idade na cirurgia (anos)
Média (DP) 42,7 (10,8) 40,6 (12,4) 42,4 (11,0) 0.520M
Mediana (Q1; Q3) 40,0 (36,0; 50,0) 38,5 (33,0; 49,0) 40,0 (36,0; 50,0) '
Minimo; maximo 20,0; 69,0 19,0; 60,0 19,0; 69,0

Peso (kg)
Média (DP) 82,5 (14,6) 86,6 (13,3) 83,0 (14,4) 0.328T
Mediana (Q1; Q3) 82,5 (72,0; 93,0) 85,5 (83,0; 90,0) 83,0 (73,0; 92,5) ’
Minimo; maximo 55,0; 128,0 59,0; 110,0 55,0; 128,0

Altura (m)
Média (DP) 1,73 (0,09) 1,78 (0,07) 1,74 (0,09) 0.068T
Mediana (Q1; Q3) 1,72 (1,67; 1,80) 1,80 (1,72; 1,86) 1,73 (1,67; 1,81) '
Minimo; maximo 1,55; 1,97 1,68; 1,87 1,55; 1,97

IMC (kg/m?)
Média (DP) 27,3 (3,7) 27,1 (3,1) 27,3 (3,6) 0.856T
Mediana (Q1; Q3) 27,4 (24,2; 30,2) 26,9 (24,9; 29,8) 27,3 (24,4; 30,1) '
Minimo; maximo 19,2; 36,7 20,9; 31,5 19,2; 36,7

Classificacdo do IMC
Normal 29 (29,6) 4 (28,6) 33 (29,5) 0.881R
Sobrepeso 41 (41,8) 7 (50) 48 (42,9) ’
Obesidade 28 (28,6) 3(21,4) 31 (27,7)

DP: desvio padrdo; Q1: primeiro quartil; Q3: terceiro quartil; IMC: indice de massa corpérea; M: teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney; T: teste t de Student para variancias homogéneas; R: teste da razao de
verossimilhancgas; Q: teste de qui-quadrado. Classificacdo do IMC adotada: normal 18,5 a 24,9kg/mz;
sobrepeso 25 a 29,9kg/m2 e obesidade = 30,0kg/m?2.

As comorbidades estdo descritas na tabela 2: 12 (10,7%) pacientes
eram hipertensos, trés (2,7%) eram diabéticos, dois (1,8%) tinham artrite reumatoide e
dois (1,8%) sofriam de doenc¢a coronariana. A maioria dos pacientes nao era fumante:
12 (10,7%) eram ex-fumantes e 12 (10,7%) fumantes atuais; sete (6,3%) pacientes
tinham consumo leve de bebidas alcoodlicas e somente um (0,9%) tinha consumo
moderado a alto.

Tratamento com infiltracdo de corticoide no periodo de seis meses
antes da cirurgia foi feito por 24 (21,4%) pacientes e 43 (38,4%) utilizaram corticoides
orais no periodo de trés meses antes da cirurgia (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes com diagnéstico de hérnia de disco lombar submetidos
a cirurgia de hérnia de disco por técnica aberta

Resultado das culturas

Caracteristicas Negativo Positivo + T_otal Valor-p
vl contaminac&o (n=112)
(n=98; 87,5%) 1_14. 12,5%)
Afastamento do trabalho 0,138F
Nao 63 (64,3) 12 (85,7) 75 (67,0)
Sim 35 (35,7) 2 (14,3) 37 (33,0)
Hipertensao arterial 0,172F
Nao 89 (90,8) 11 (78,6) 100 (89,3)
Sim 9(9,2) 3(21,4) 12 (10,7)
Diabetes mellitus >0,99F
Nao 95 (96,9) 14 (100,0) 109 (97,3)
Sim 3(3,1) 0(0,0) 3(2,7)
Artrite reumatoide >0,99F
Nao 96 (98,0) 14 (100,0) 110 (98,2)
Sim 2(2,0) 0 (0,0) 2(1,8)
Doenca arterial coronariana >0,99F
Nao 96 (98,0) 14 (100,0) 110 (98,2)
Sim 2(2,0) 0 (0,0) 2(1,8)
Tabagismo 0,248R
Nunca fumou 74 (75,5) 7 (50,0) 81 (72,3)
Ex-fumante 8 (8,2) 4 (28,6) 12 (10,7)
Fumante 10 (10,2) 2(14,3) 12 (10,7)
N&o informado 6 (6,1) 1(7,1) 7(6,3)
Consumo de élcool >0,99R
é“lsiggiﬁj‘fais"orad'co 49 (50,0) 7 (50,0) 56 (50,0)
Leve (1 a 2 copos/dia) 6 (6,1) 1(7,1) 7 (6,3)
?goodue rrﬁg?s ?:gpl)tc?s/dia) S ) L)
N&o informado 42 (42,9) 6 (42,9) 48 (42,9)
Nao 77 (78,6) 11 (78,6) 88 (78,6)
Sim 21 (21,4) 3(21,4) 24 (21,4)
Numero de infiltragdes* 0,769R
Nenhuma 81 (82,7) 11 (78,6) 92 (82,1)
Uma 15 (15,3) 3(21,4) 18 (16,1)
Duas 1(1,0) 0 (0,0) 1(0,9)
Trés 1(1,0) 0 (0,0) 1(0,9)
01630
N&o 58 (59,2) 11 (78,6) 69 (61,6)
Sim 40 (40,8) 3(21,4) 43 (38,4)

#: 0 nimero de zero infiltracdo é superior ao nimero de pacientes que ndo realizaram infiltracdo; R:
teste da raz&@o de verossimilhangas; F: teste exato de Fisher; Q: teste de qui-quadrado.
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Observamos que a maioria dos pacientes tinha hérnia de disco no
nivel L4-L5 e em L5-S1 (Tabela 3). O tempo cirdrgico variou entre 45 e 180 minutos, com
mediana de 86 minutos. Durante a cirurgia, o tempo mediano para retirada do ligamento
amarelo foi 20 minutos, para retirada do disco intervertebral foi 40 minutos e para retirada
do musculo foi 65 minutos. O tempo cirdrgico total ou o tempo para resseccao de cada
amostra ndo se relacionou significativamente com a positividade da cultura. O tempo de
internacdo pos-cirurgico variou entre menos de um dia até sete dias, com mediana de

um dia (primeiro quartil um dia e terceiro quartil dois dias).

Tabela 3. Caracteristicas cirargicas dos pacientes com diagnéstico de hérnia de disco lombar submetidos
a cirurgia de hérnia de disco por técnica aberta

Resultado das culturas

Positivo +

Total

Caracteristicas (nl\'gesqag'?"g%) contaminagéo (n=112) Valor-p
20 (n=14; 12,5%)

Tempo cirdrgico (minutos)
Média (DP) 92,3 (26,8) 90,5 (38,4) 92,1 (28,3)
Mediana (Q1; Q3) 90,0 (72,0; 105,0) 80,0 (60,0; 95,00 86,0 (70,0; 105,00 0,309M
Minimo; maximo 45,0; 180,0 49,0; 172,0 45,0; 180,0

Tempo para retirada do

ligamento amarelo
Média (DP) 24,0 (10,6) 27,0 (13,9) 24,3 (11,1) 0,405M
Mediana (Q1; Q3) 20,0 (15,0; 30,0) 22,0 (20,0; 25,0) 20,0 (15,5; 30,0)
Minimo; maximo 10,0; 60,0 12,0; 62,0 10,0; 62,0

Tempo para retirada do disco

intervertebral
Média (DP) 44,1 (17,7) 45,1 (25,1) 44,2 (18,6) 0,390M
Mediana (Q1; Q3) 40,0 (32,0; 50,0) 33,0 (30,0; 44,0) 40,0 (30,0; 50,0)
Minimo; maximo 17,0; 90,0 24,0; 95,0 17,0; 95,0

Tempo para retirada do

musculo
Média (DP) 70,2 (24,1) 68,4 (36,9) 70,0 (25,9) 0,281M
Mediana (Q1; Q3) 65,0 (50,0; 85,0) 55,0 (42,0; 66,0) 65,0 (50,0; 84,5)
Minimo; maximo 28,0; 140,0 33,0; 143,0 28,0; 143,0

Nivel da hérnia
L2-L3 1(1,0) 0 (0,0) 1(0,9)
L3-L4 4 (4,1) 0 (0,0) 4 (3,6) 0,812R
L4-L5 51 (52,0) 8 (57,1) 59 (52,7)
L5-S1 42 (42,9) 6 (42,9) 48 (42,9)

Tempo de internacao (dias)
Média (DP) 1,5 (1,0) 1,4 (1,2) 1,5 (1,0) 0.527M
Mediana (Q1; Q3) 1,0 (1,0; 2,0) 1,0 (1,0; 2,0) 1,0 (1,0; 2,0) ’
Minimo; maximo 1,0;7,0 0,0; 5,0 0,0; 7,0

DP: desvio padrao; Q1: primeiro quartil; Q3: terceiro quartil, M: teste ndo paramétrico de Mann-Whitney;
R: teste da razéo de verossimilhancas.
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3.2 Microrganismos identificados

Observamos dois (1,8%; 1C95%: 0,3 a 6,9%) pacientes com infeccao
no disco, ou seja, com cultura do disco positiva e culturas do ligamento amarelo e
musculo multifidio negativas. Observamos trés (2,7%) pacientes com cultura positiva no
ligamento, sete (6,3%) no disco e 12 (10,7%) pacientes com cultura positiva no musculo.
Foram isolados patdgenos aerdbios e anaerdbios e nenhum fungo. Assim, identificamos
12 (10,7%) pacientes como casos de contaminacao intraoperatéria e 98 (87,5%) com

resultados negativos. Os patdgenos isolados estéo listados na tabela 4.

Tabela 4. Resultados da pesquisa de microrganismos em pacientes com diagndstico de
hérnia de disco lombar submetidos a cirurgia de hérnia de disco por técnica aberta

Resultado das andlises por tecido n (%)
Ligamento amarelo
Cultura positiva

Aerdbia 2(1,8)

Anaerobia 1(0,9)
Patdgenos isolados

Cutibacterium acnes 1(0,9)

Staphylococcus aureus 1(0,9)

Staphylococcus cohnii 1(0,9)

Disco intervertebral herniado
Cultura positiva

Aerdbia 3(2,7)

Anaerobia 4 (3,6)
Patdgenos isolados

Enterococcus faecalis 1(0,9)

Cutibacterium acnes 3(2,7)

Staphylococcus aureus 3(2,7)

Musculo multifidio
Cultura positiva

Aerdbia 9 (8,0)
Anaerobia 5(4,5)
Pat6genos isolados
Cutibacterium acnes 5(4,5)
Cutibacterium acnes/Staphylococcus aureus 1(0,9)
Cutibacterium acnes/Staphylococcus lugdunensis 1(0,9)
Staphylococcus aureus 3(2,7)
Staphylococcus saccharolyticus 1(0,9)
Staphylococcus warneri 1(0,9)
Resultado da pesquisa de microrganismos
Infeccao 2(1,8)
Contaminagéo 12 (10,7)
Negativo 98 (87,5)

n=112.
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Os dois casos de infeccéo do disco eram homens, com 33 e 49 anos,
um com 86kg, 1,75m e IMC de 28,08kg/m? e outro com 90kg, 1,84m e IMC de
26,58kg/m?, ambos sem afastamento do trabalho. Um deles era hipertenso, nédo
diabético, sem artrite reumatoide ou doenca arterial coronariana, um ex-fumante, um fez
uma infiltracdo, ambos utilizaram corticoides orais. Um paciente teve tempo cirargico de
172 minutos, 62 minutos até a retirada do ligamento amarelo, 95 minutos para o disco
intervertebral e 143 minutos para o musculo, nivel operado L5-S1 e um dia de internacéo
sem complicagOes. Neste paciente, foi isolado no disco o Staphylococcus aureus. Para
0 outro paciente, foram 57 minutos de cirurgia, 12 minutos para retirada do ligamento
amarelo, 24 minutos para o disco intervertebral e 40 minutos para o muasculo, nivel da
hérnia em L4-L5 e dois dias de internagdo, também sem complicacdes. Neste paciente,
foi isolado no disco o Cutibacterium acnes. Observamos que um desses pacientes néao
tinha Modic no pré-operatério e assim se manteve no pés-operatorio e 0 outro tinha
Modic | e Il no pré-operatorio no mesmo planalto vertebral e assim se manteve no pos-
operatorio.

N&o foi possivel investigar as relagbes entre fatores de progndstico
clinico dos pacientes e o diagndstico de infeccdo por termos apenas dois pacientes com
presenca de infeccdo. Com isso, as comparacdes foram realizadas entre 0s grupos
“‘Negativo” (ou seja, todas as amostras negativas) e “Contaminagdo + Positivos”

(positivos em duas de trés culturas para cada amostra), o que somou 14 pacientes.

3.3 Avaliacédo das alteracdes de Modic nas imagens de ressonancia magnética

A avaliacdo das alteracdes de Modic mostram que ndo ha evidéncias
de diferencas entre os grupos Negativo e Positivo + Contaminacao tanto para Modic tipo
[, quanto para Modic tipo Il e para a soma, independentemente do periodo, pré ou pos-
operatorio. As comparacdes dentro dos grupos entre momentos mostram reducao
significativa nos valores de area, independentemente do grupo e para o total, tanto para
alteracbes de Modic tipo | quanto para a soma da area da alteragdo de Modic,

independentemente do tipo (Tabela 5).
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Tabela 5. Comparacdes relativas a area de alteracdo de Modic em milimetros quadrados (mm?)
entre pacientes com diagndstico de hérnia de disco lombar submetidos a cirurgia de hérnia de disco
por técnica aberta

Resultado das culturas

Alteracdo e momento

Lo . Positivo + Total
ggiﬁ'ﬁgﬁf‘g' pre ot (ni\lgesgag;vg%) contaminag&o (n=112) valor-p
O (n=14; 12,5%)
Modic | area pré 0,148M
Média (DP) 132,7 (189,7) 168,9 (162,7) 137,2 (186,2)
Mediana (Q1; Q3) 45,8 (0,0; 189,0) 154,1 (103,5; 192,5) 64,9 (0,0; 190,8)
Minimo; méaximo 0,0; 794,1 0,0; 663,6 0,0; 794,1
Modic | area pos 0,261M
Média (DP) 77,9 (155,7) 106,6 (134,0) 81,5 (152,9)
Mediana (Q1; Q3) 0,0 (0,0; 55,4) 58,8 (0,0; 140,9) 0,0 (0,0; 101,6)
Minimo; maximo 0,0; 714,4 0,0; 384,7 0,0; 714,4
\,\;"’(‘)'giréﬁ)("re X pos- <0,001W 0,041W <0,001W
Modic Il &rea pré 0,654M
Média (DP) 64,7 (123,1) 73,1 (195,5) 65,7 (133,2)
Mediana (Q1; Q3) 0,0 (0,0; 73,9) 0,0 (0,0; 20,9) 0,0 (0,0; 68,7)
Minimo; maximo 0,0; 626,7 0,0; 730,0 0,0; 730,0
Modic Il &rea pos 0,991M
Média (DP) 56,7 (129,6) 46,4 (126,8) 55,4 (128,7)
Mediana (Q1; Q3) 0,0 (0,0; 17,3) 0,0 (0,0; 14,0) 0,0 (0,0; 15,7)
Minimo; méaximo 0,0; 671,9 0,0; 475,6 0,0; 671,9
mg{éﬁépre X pos 0,122W 0,080W 0,052W
Modic area pré 0,239M
Média (DP) 197,3 (285,2) 242,0 (346,6) 202,9 (292,2)
Mediana (Q1; Q3) 72,4 (0,0; 305,6) 165,8 (103,5; 238,3) 93,6 (0,0; 278,9)
Minimo; maximo 0,0; 1103,4 0,0; 1393,6 0,0; 1393,6
Modic area pés 0,465M
Média (DP) 134,6 (259,0) 153,0 (238,2) 136,9 (255,6)
Mediana (Q1; Q3) 0,0 (0,0; 151,7) 68,1 (0,0; 181,1) 0,0 (0,0; 156,4)
Minimo; maximo 0,0; 1386,3 0,0; 860,4 0,0; 1386,3
Valor-p (Pré x pos <0,001W 0,041W <0,001W

Modic)
DP: desvio padrdo; M: teste ndo paramétrico de Mann-Whitney; W: teste de Wilcoxon para dados
pareados; area em mm?,

3.4 Medidas avaliadas ao longo do tempo

Os pacientes foram acompanhados até 12 meses ap0s a realizacao
da cirurgia (Tabela 6).

N&o houve evidéncia de diferencas na VHS entre os grupos em
nenhum dos momentos avaliados e nem de alteracdo nas medidas ao longo do tempo.

Nos dois grupos, de positivos e negativos, observamos um decréscimo dos valores da
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proteina C-reativa do pré-operatério para um més, porém o valor voltou a aumentar apos
seis meses. Nao houve evidéncia de diferencas entre 0s grupos.

N&o houve evidéncia de diferencas nos niveis de leucocitos no
hemograma entre os grupos. No entanto, houve evidéncia de redugé&o significativa nos
valores do pré-operatorio para um més e seis meses apds a cirurgia, sendo que, no
Grupo Negativo, esta reducdo também foi significativa apdés 12 meses quando
comparada ao pré-operatorio.

N&o houve evidéncia de diferencgas entre os dois grupos para a dor no
membro inferior, analisada pela NRS. Porém, houve reducdo importante da dor apos a
cirurgia, em todos os momentos pdés-cirdrgicos, nos dois grupos estudados. O mesmo
foi observado para o NRS de dor lombar.

A andlise do ODI mostrou que houve reduc¢do importante da disfuncao
para todos os momentos pos-cirargicos, nos dois grupos estudados, sendo que o grupo
negativo para infeccédo apresentava escore significativo maior no pré-operatorio.

Observamos um aumento significativo nos escores de qualidade de
vida (medidos pelo EQ-5D) apés a cirurgia. O aumento se manteve significativo até 12

meses para 0s dois grupos.

Tabela 6. Caracteristicas observadas ao longo do tempo

Variavel e Negativo Positivo + contaminacéo Valor-p
momento de (n=98; 87,5%) (n=14; 12,5%) -
avaliacéo: Valor-p em Valor-p em pos)|(t|vo
pré ou pés- Média (IC 95%) relacdo ao Média (IC 95%) relacdo ao .
operatoério pré pré negativo
VHS
Pre- 14,6 (12,4; 17,2) Ref. 12,9 (8,8; 18,9) Ref. 0,541
1 més 14,4 (12,6; 16,5) >0,99 12,3(9,4; 16,1) 0,855 0,285
6 meses 16,6 (14,7; 18,7) 0,477 14,4 (11,2; 18,5) 0,855 0,300
12 meses 14,1 (11,9; 16,6) >0,99 15,2 (10,8; 21,5) 0,769 0,696
Proteina C-reativa
Pré 5,2 (3,1; 8,7) Ref. 2,7(1,8;4,2) Ref. 0,101
1 més 1,3(1,0; 1,6) 0,011 1,2 (0,6; 2,2) 0,043 0,851
6 meses 2,4 (2,0; 2,8) 0,062 2,4 (1,1;5,4) >0,99 0,955
12 meses 2,2 (1,6; 2,9) 0,062 2,8(1,4;,5,7) >0,99 0,566
Leucdcitos
Pré 8245 (7668; 8865) Ref. 8268 (7409; 9227) Ref. 0,967
1 més 7412 (6925; 7933) 0,016 7109 (6064; 8333) 0,009 0,631
6 meses 6665 (6407; 6933) <0,001 6881 (6177; 7665) 0,026 0,590
12 meses 6652 (6311; 7012) <0,001 6849 (5871; 7989) 0,059 0,729
NRS Ml

continua...
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Pré 7,1(6,6; 7,7) Ref. 6,1 (4,8; 7,6) Ref. 0,171
1 més 2,1(1,7; 2,6) <0,001 2,5(1,3;4,9) <0,001 0,623
3 meses 1,9 (1,5; 2,4) <0,001 1,4 (0,5; 3,7) <0,001 0,496
6 meses 1,5(1,1; 2,0) <0,001 0,8 (0,3;1,7) <0,001 0,051
12 meses 1,3(0,9; 1,8) <0,001 1,2 (0,5; 3,1) <0,001 0,886
NRS lombar
Pré 57(5,1; 6,4) Ref. 6,6 (5,6; 7,8) Ref. 0,176
1 més 1,9 (1,5; 2,4) <0,001 2,5(1,5; 4,3) <0,001 0,394
3 meses 1,9(1,5; 2,4) <0,001 1,7 (0,8; 3,3) <0,001 0,700
6 meses 1,8(1,4;2,4) <0,001 1,8(0,8; 4,2) <0,001 0,995
12 meses 15(1,1;1,9) <0,001 2,1(1,1; 4,0 <0,001 0,403
ODI
Pré 49,2 (45,4; 53,3) Ref. 33,4 (26,0; 43,1) Ref. 0,001
1 més 18,5 (15,7; 21,8) <0,001 20,6 (14,1; 29,9) 0,009 0,622
3 meses 14,2 (11,6; 17,3) <0,001 13,1 (9,6; 17,9) <0,001 0,684
6 meses 12,3 (9,7; 15,5) <0,001 8,4 (5,5;12,8) <0,001 0,093
12 meses 10,5 (8,2; 13,3) <0,001 9,4 (5,6; 15,9) <0,001 0,715
EQ-5D
Pré 0,3(0,2;0,4) Ref. 0,4 (0,2; 0,6) Ref. 0,145
1 més 0,7 (0,7;0,8) <0,001 0,8 (0,7;0,8) 0,002 0,672
3 meses 0,8 (0,7;0,8) <0,001 0,8 (0,8;0,9) <0,001 0,295
6 meses 0,8 (0,7;0,8) <0,001 0,9 (0,9; 1,0) <0,001 <0,001
12 meses 0,8 (0,8;0,9) <0,001 0,8 (0,7;0,9) <0,001 0,882

VHS: velocidade de hemossedimentacdo; NRS: escala numérica de dor; MI: membro inferior, ODI:
Oswestry Disability Scale; EQ-5D: Euro-QOL5.

3.5 Microbioma do disco degenerado (sequenciamento de nova geracao)

O teste de NGS foi aplicado nos ultimos 17 pacientes incluidos no
estudo, tendo sido 12 do sexo masculino. A média de idade desses pacientes foi de 42,8
anos (31 a 59 anos). Entre esses pacientes, nenhum deles realizou qualquer tipo de
infiltrac&o prévia na coluna.

Todos os ultimos 17 pacientes submetidos ao NGS apresentaram
cultura do disco com resultado negativo, assim como cultura negativa do musculo e do
ligamento amarelo. Dessa maneira, nenhum desses pacientes foi considerado como
infeccdo ou contaminagdo intraoperatéria. Ao longo de um ano, nenhum desses
pacientes apresentou infeccdo na coluna relacionada com a cirurgia ou alteracéo
significativa dos exames laboratoriais, ou seja, ndo houve caso de definicdo de infeccao
pos-operatoria, com dor, febre, alteracdo significativa de exames laboratoriais ou

confirmada por ressonancia magnética, independente de novas culturas de tecidos.
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Foi detectada uma pequena quantidade de sequéncias mapeadas
dentro do universo de milhdes de leituras de sequéncias de DNA bacteriano. O
sequenciamento mapeou uma meédia de 14.645 (6.540 a 27.176) sequéncias de DNA
bacteriano para cada amostra de disco de cada paciente.

Houve um total de 45 géneros diferentes de bactéria identificados,
com quantidades diferentes de DNA detectadas com confiabilidade de mapeamento
maior que 70%. Os remanescentes (ou fragmentos do DNA bacteriano) dos patégenos
detectados e o niumero de sequéncias mapeadas estdo demonstrados na tabela 7.
Houve média de oito (3 a 17) elementos de bactérias diferentes em cada amostra do
disco intervertebral.

Levando em consideragdo um namero minimo arbitrario e consensual
entre os pesquisadores de 20 sequéncias lidas para cada bactéria como casos de
colonizacdo, houve nove pacientes com quantidade consideravel de sequéncias
mapeadas para pelo menos uma bactéria (Tabela 7, em negrito). As trés bactérias com
elementos mais frequentemente detectadas foram Ralstonia, Burkholderia e
Lactobacillus. Os pacientes numerados como seis e 16 apresentaram numero de
sequéncias consideravel de Lactobacillus; 100 e 429 respectivamente. Apdés o
Lactobacillus, o Streptococcus, com 163 sequéncias no paciente 16, e o Aerococcus,
com 45 sequéncias no paciente um, foram os mais frequentemente identificados, com

maior quantidade de leituras mapeadas.

Tabela 7. Distribuicdo das amostras sequenciadas e da porcentagem do total das sequéncias mapeadas,
numero de bactérias mapeadas, género identificado e nUmero de sequéncias para cada bactéria

. Género bacteriano NUmero de
Total de Sequéncias .
. . . mapeado sequéncias
Paciente sequéncias  bacterianas LA %
mapeadas mapeadas (confiabilidade para cada
P b >70%) género
Aerococcus 45 0,61
Lactobacillus 26 0,35
Alkalibacterium 22 0,30
Staphylococcus 13 0,18
Herbaspirillum 11 0,15
1 55.576 7.374 Ralstonia 10 0,14
Burkolderia 6 0,08
Roseateles 6 0,08
Alcanivorax 6 0,08
Halomonas 5 0,07
Bosea 4 0,05

continua....
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56.224 11.397
46.572 10.838
43.944 6.540

80.39 14.965
103.878 21.000

Acetobacter
Bradyrhizobium
Gemmobacter

Novosphingobium

Burkolderia
Ralstonia
Herbaspirillum
Diaphorobacter
Acetobacter
Reyranella
Rhodopila
Rhizomicrobium
Aerococcus
Lactobacillus
Bacillus
Staphylococcus
Listeria
Burkolderia
Ralstonia
Herbaspirillum
Roseateles
Aerococcus
Lactobacillus
Alcanivorax
Halomonas
Acetobacter
Ralstonia
Burkolderia
Herbaspirillum
Roseateles
Diaphorobacter
Ralstonia
Burkolderia
Herbaspirillum
Lactobacillus
Streptococcus
Pseudomonas
Acinetobacter
Enhydrobacter
Burkolderia
Ralstonia
Herbaspirillum
Diaphobacter
Schlegelella
Comamonas
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N
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100
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0,05
0,03
0,01
0,01
0,34
0,22
0,18
0,04
0,03
0,03
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,18
0,18
0,11
0,02
0,20
0,15
0,15
0,09
0,09
0,08
0,05
0,05
0,02
0,02
0,05
0,03
0,03
0,48
0,04
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,00

continua...
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10

11

12

13

14

135.744

87.588

118.534

55.942

75.494

55.21

45.26

75.812

27.176

16.929

17.443

9.174

18.416

12.381

9.791

17.737

Gluconobacter

Acetobacter

Haematobacter

Burkolderia
Ralstonia
Herbaspirillum
Roseateles
Burkolderia
Herbaspirillum
Ralstonia

Escherichia/Shigella

Herbaspirillum
Burkolderia
Ralstonia
Roseateles

Pedomicrobium

Burkolderia
Ralstonia
Herbaspirillum

Diaphorobacter

Ralstonia
Burkolderia
Herbaspirillum
Roseateles
Actobacter
Sphingobium

Escherichia/Shigella

Ralstonia
Roseateles
Burkolderia

Herbaspirillum
Undibacterium
Pelomonas

Bradythizobium

Lactobacillus

Diaphorobacter

Herbaspirillum
Comamonas
Burkolderia
Ralstonia
Pelomonas

Brevundimonas

Acetobacter
Ralstonia
Burkolderia
Herbaspirillum
Roseateles

0,00
0,00
0,01
0,14
0,10
0,07
0,01
0,02
0,02
0,01
0,01
0,07
0,06
0,02
0,02
0,01
0,08
0,04
0,04
0,03
0,04
0,03
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,21
0,10
0,08
0,06
0,06
0,02
0,02
0,02
0,15
0,05
0,05
0,04
0,04
0,02
0,02
0,01
0,16
0,11
0,11
0,07

continua...
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Acetobacter 10 0,06
Lactobacillus 3 0,02
Lactococcus 1 0,01
Acetobacter 21 0,13
Gluconobacter 17 0,11
Herbaspirillum 17 0,11
Burkolderia 9 0,06

15 67.572 15.907 Ralstonia 5 0,03
Pelomonas 2 0,01
Roseateles 1 0,01
Lactobacillus 1 0,01
Lactobacillus 429 2,31
Streptococcus 163 0,88
Lactococcus 39 0,21
Staphylococcus 38 0,20
Leuconostoc 38 0,20
Anoxybacillus 27 0,15
Acetobacter 17 0,09
Gluconobacter 16 0,09
16 102.742 18.580 Gluconacetobacter 14 0,08
Roseomonas 11 0,06
Herbaspirillum 9 0,05
Ralstonia 8 0,04
Burkolderia 7 0,04
Duganella 4 0,02
Pelomonas 3 0,02
Chryseobacterium 2 0,01
Cloacibacterium 1 0,01
Herbaspirillum 6 0,05
Roseateles 3 0,02

17 67.348 13.309 Burkolderia 3 0,02
Ralstonia 2 0,02
Staphylococcus 2 0,02

Bactérias com mais de 20 leituras estdo em negrito.

Trés sequéncias bacterianas estiveram presentes em todas as
amostras de disco, sendo elas: Herbaspirilum, Rastonia e Burkolderia, seguidas em
frequéncia pela Roseateles (dez amostras) e Lactobacillus e Acetobacter (oito amostras
cada). A frequéncia da presenca de cada elemento bacteriano em cada amostra de disco
esta representada na figura 5. Embora tenha havido um nimero médio consideravel de
espécies bacterianas mapeados em cada amostra de disco, a quantidade de leituras de
sequéncias relacionadas a cada espécie foi baixa considerando o numero total de

sequéncias mapeadas.



Comamonas, 2

Streptococcus, 2 Escherichia/

Shigella, 2

Lactococcus, 2

Halomonas, 2

Alcanivorax, 2 —,
Gluconobacter, 3

Aerococcus, 3

Apenas bactérias detectadas em mais do que duas amostras estdo
representadas.

Figura 5. Remanescentes bacterianos mais frequentes e o nimero de
amostras de disco com pelo menos uma sequéncia desse patdégeno

O paciente 16 apresentou a amostra de disco com o microbioma mais
diversificado de todas as amostras coletadas para esse exame. A classificacdo

taxondmica dos achados deste paciente especifico esta representada na figura 6.
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Figura 6. Classificagcao taxondmica dos patdgenos encontrados na analise de microbioma da
amostra do paciente com maior diversidade de bactérias encontrado (nimero 16)

Apesar de ter sido o patdgeno focado neste estudo, o Cutibacterium

acnes nao foi identificado em nenhuma analise de microbioma de disco.



47

4 DISCUSSAO

4.1 Baixa prevaléncia de infecgao do disco herniado

Avaliamos neste estudo uma coorte de pacientes com hérnia de disco
lombar sofrendo com dor lombar irradiada para a perna, resistente a tratamento
conservador, que levou a indicacdo de tratamento cirdrgico de microdiscectomia.
Estavamos a procura de uma explicacado microbiolégica para a condi¢do, com a hipotese
de que o quadro degenerativo discal pudesse se explicar por uma prevaléncia elevada
de infeccéo do disco — em especial a presenca ou colonizacéo do Cutibacterium acnes
no disco intervertebral degenerado —, ainda que de baixa viruléncia e de baixo grau de
atividade inflamatéria, ou mesmo que essa positividade do disco pudesse ser
correlacionada com as alteracdes de imagem presentes nos estudos de ressonancia
magnética da coluna lombar mais tarde. No entanto, o grupo avaliado neste estudo néo
expressou, na grande maioria, qualquer positividade para a cultura dos tecidos
investigados: mais de 88% eram totalmente negativos para todos os tecidos, e somente
dois pacientes (1,8%) tinham positividade somente no disco (indicando infeccédo e n&o
contaminacdao intraoperatoria). Apesar de ter sido o patégeno focado neste estudo, o C.
acnes cresceu em trés culturas de disco intervertebral, somente uma considerada como
infeccdo, e ndo foi identificado em nenhuma analise de microbioma de disco, que é 0
método mais sensivel para essa analise.

O disco intervertebral por muito tempo foi considerado um ambiente
estéril,#%76.77) até pelas suas caracteristicas moleculares e de pH hostis para qualquer
patdbgeno, e as causas da sua degeneracdo foram relacionadas com alteracdes
biomecéanicas da unidade motora ou desequilibrios celulares e da matriz extracelular. No
entanto, o disco intervertebral com hérnia de disco em geral passa previamente por
processo de degeneracéo, e a estrutura arquiteténica do anel fibroso e do nacleo pulposo
se perde, de maneira que as barreiras entre uma zona e outra ndo sao claramente
distintas. Como uma histéria natural, € esperado que, com o tempo, as modificacées do
equilibrio molecular e mecanico em algum momento possam levar ao desgaste
progressivo do arcabouco estrutural do disco intervertebral. Em hérnias extrusas,
principalmente, ha uma ruptura do anulo fibroso, ou seja, da barreira que separa o meio

interno discal do meio externo, que no caso é o canal vertebral. Dessa maneira, pode-se
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hipotetizar que essa seja uma porta de entrada para bactérias que invadem o interior
discal e o colonizam. Considerando que as vias hematogénicas sédo escassas no disco
intervertebral, a ideia de que uma porta de entrada criada por alteracdées estruturais
biomecéanicas possibilite a perpetuacdo de bactérias dentro do disco € relevante e digna
de investigacao.

Muitas vezes, a falta de correlacéo entre as alteracGes estruturais da
unidade funcional disco-vértebra e sintomas clinicos de dor lombar p6e em questéo a
etiologia do processo inflamatorio que realmente leva a lombalgia. Alteracdes de exames
de imagens como na ressonancia magnética da coluna lombar com caracteristica
degenerativa sdo muito prevalentes em pacientes assintomaticos, e essa taxa aumenta
de acordo com o avancar da idade.(® A relacdo entre presenca de alteracdes
degenerativas na coluna lombar apontadas nos exames de imagem com alteracdes
clinicas como a dor lombar n&o é precisa, e é até fraca.’® A razdo pela qual alguns
pacientes com alteracdes nos exames de imagem tém dor lombar e outros séo
assintomaticos, ou mesmo alguns melhoram com tratamentos simples e curtos e outros
desenvolvem lombalgia crbnica, é alvo de questionamento sobre possiveis diferentes
etiologias do processo inflamatorio e génese da dor. A relacdo entre alteracbes
inflamatorias da unidade funcional que levam a DLC e um possivel patégeno causador
desse processo foi alvo de investigacao no nosso estudo: a hipétese que motivou este
estudo era a de que existiriam bactérias colonizando o disco intervertebral, que poderiam
estar relacionadas também com o processo de degeneracédo do disco intervertebral.

A presenca de DLC poderia estar associada a uma infeccao
“subclinica”, uma infecgcdo de baixa viruléncia, provocando baixo grau de atividade
inflamatéria (infecc@o por uma bactéria indolente de desenvolvimento lento que néo leva
a alteracdes clinicas tipicas de uma infeccdo, como febre, mal-estar, alteracbes
laboratoriais, mas a um quadro de dor leve/moderada e persistente). No entanto, a
hipétese de colonizacdo do disco, seja por infeccdo natural seja por contaminacéo
durante a cirurgia, ndo foi confirmada neste estudo. Nao seria possivel testar se a
prevaléncia de infeccdo do disco seria a mesma em pacientes “controle”, sem sintomas
de dor lombar ou ciatica — néo seria ético submeté-los a bidpsia para coleta do tecido
para andlise. Porém, a baixissima taxa de infeccdo e baixa taxa de contaminacdo
contribuem para confirmar que a associacdo é provavelmente nula. Seria entdo a dor

lombar resultado somente de um processo de envelhecimento natural?
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Uma cascata de eventos degenerativos pode ser observada na
populacgdo jovem, adulta e idosa, com abaulamentos, protusdes e extrusdes discais.®?)
Apesar de compreendermos melhor a estrutura molecular do disco e suas alteragdes no
processo de envelhecimento e degeneragéo, a infec¢ao ainda tem sido investigada como
um possivel iniciador da doenca discal. Nosso estudo, no entanto, refuta a hipétese de
que a degeneracdo discal tradicional teria causa infecciosa. As causas para
degeneracgéo discal humana ainda ndo estéo claras.

Apesar de as discites infecciosas serem destrutivas do tecido do
disco, a histéria natural da degeneracao discal envolve o tempo e a idade do paciente,
associados a carga genética, morfologia e distribuicdo de carga na coluna (biomecanica)
e fatores externos (tabagismo, atividades fisicas, movimentos repetitivos, sobrepeso).
Estes seriam ainda os principais causadores da cascata degenerativa do disco
intervertebral, ainda que na presenca de alteracdes tipo Modic. No entanto, uma vez que
se consideram todos os estudos apontando para a causa infecciosa, refutar esta hipétese
com seguranca exigiria maximo cuidado metodologico, abordando as falhas observadas
em trabalhos prévios, com controles adequados onde possivel para diferenciar infec¢éo
de uma contaminacdo ocorrendo ho momento da cirurgia ou coleta de amostras.

Estudos prévios reportando culturas positivas de amostras de disco
coletadas de cirurgias de coluna sdo geralmente criticados pela metodologia falha e
possivel contaminacdo de amostras, especialmente o C. acnes. Este agente é parte da
microbiota da pele que coloniza a epiderme e muitos autores questionaram o isolamento
desta bactéria em amostras de disco e o risco potencial de contaminacédo durante o
procedimento.“4455081.82) Consequentemente, o interesse no tépico aumentou e novos
protocolos foram desenvolvidos para responder a questdo se haveria ou ndo uma
colonizagcédo bacteriana no disco. Nosso protocolo para coletar a amostra de disco,
musculo e ligamento durante as cirurgias de coluna®® levou a taxa muito baixa de
culturas positivas, em especial no disco. Apesar de que alguns resultados pudessem ser
interpretados como falso negativo, nenhum paciente apresentou sinais de infeccédo do
disco em um ano de seguimento além de nenhuma alteracdo significativa dos
marcadores laboratoriais. A suposta falta de sensibilidade da cultura do disco para
bactérias fastidiosas foi colocada em prova na amostra de disco de 17 pacientes que

foram submetidas a andlise pelo NGS.(©?
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4.2 Cuidados metodolégicos em investigacao aprofundada

As principais criticas aos estudos anteriores que apresentaram taxa
consideravel de positividade de culturas de disco para C. acnes sdo embasadas na
possivel contaminacdo de amostra seja no processo de colheita até o preparo para
cultura. A possibilidade de haver contaminac¢do do disco ja havia sido levantada por
outros autores.®%76.77) Por isso mesmo, utilizamos cuidados especificos para evitar uma
possivel contaminagdo, a comecar pela investigacdo de controles e outros tecidos como
musculo e ligamento. Coleta de amostra de pele para eventual controle positivo ndo foi
considerada para este estudo porque exigiria a retirada de amostra adicional de pele das
costas para biopsia(®384 (que poderia detectar a presenca do C. acnes e outras bactérias
em foliculo piloso), aumentando a invaséo (incisdo adicional com potencial cicatriz, dano
nao previsto na cirurgia de coluna). O swab da pele, que poderia ser considerado, nao
pareceu um substituto adequado para a bidpsia de pele, considerando que C. acnes esta
presente nas camadas mais profundas da derme. E, de fato, a taxa de “casos positivos”
foi baixa neste estudo mesmo considerando uma possivel contaminacdo durante a
cirurgia utilizando-se os controles de ligamento e musculo. Apesar de nos apoiarmos em
estudos publicados na literatura que mostram positividade de culturas de disco
intervertebral para C. acnes que chegam até 53%,“3) no nosso estudo, apenas 1% das
amostras dos 112 pacientes apresentaram resultado positivo para C. acnes, considerado
como um patégeno com origem no disco intervertebral, ou seja, sem sinais de
contaminacdo no processo de isolamento do agente. O desenvolvimento de um
protocolo multidisciplinar entre a equipe cirirgica, equipe de laboratério, infectologistas
e microbiologistas foi fundamental para minimizar ao maximo possiveis fontes de
contaminacao de amostra durante o processo, desde a sua retirada até o isolamento da
peca na cultura. O tempo para cada procedimento cirdrgico também ndo se associou
significativamente com a positividade — portanto também foi excluida a possibilidade de
contaminacgao durante a cirurgia.

Por outro lado, para diminuir o risco de falsos negativos nas amostras
de tecido que séo enviadas para cultura, realizamos, de maneira pioneira, a analise de
microbioma bacteriano do disco intervertebral por meio do exame de NGS. O processo
de validagdo do NGS para um tecido com minima quantidade de bactérias foi realizado

pela equipe de microbiologia e o refinamento da técnica para este fim foi publicado
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previamente por nés.(>63) Esta andlise foi também realizada por Rajasekaran et al., em
trabalho publicado durante a conducdo do nosso estudo, em 2020.8% Os autores
inicialmente detectaram proteinas bacterianas especificas no disco.®® Posteriormente,
eles aprofundaram a investigacédo da existéncia de microbioma no disco intervertebral
em trés tipos de tecido discal (disco normal, herniado e degenerado) usando NGS. As
amostras foram coletadas de doadores de 6rgaos com morte encefalica. Os autores
documentaram um microbioma diverso no disco, com um total de 424 espécies. A
abundéancia relativa de bactérias variou significativamente entre os trés grupos e 0s
autores hipotetizaram a “disbiose” como possivel etiologia da degeneragao discal.®587)
O nosso estudo contribui para a literatura ao replicar a analise NGS no disco, embora
encontrando um microbioma totalmente distinto. Futuros estudos devem n&o somente
replicar a metodologia para verificar possiveis diferentes achados em termos de
espécies, mas também buscar outros tipos de controles de comparacdo conforme
possivel. Rajasekaran et al. tiveram a sorte de poder comparar discos herniados e néao
herniados, o que talvez ndo fosse possivel em nosso meio.

Discos herniados apresentam mudancas estruturais que o diferem de
discos normais intocados.® O anulo discal rompido expde a estrutura interna do disco
para a vascularizacdo externa e ndo mais somente ao seu interior, formando uma
potencial porta de entrada para patdgenos. A herniagcdo produz reacdo inflamatoria
intensa e neovascularizacao. Logo, nossos resultados refletem o possivel microbioma
de um disco herniado, ndo um disco intacto.

Nesta situacéo, o disco herniado pode ser apenas um tecido pelo qual
0 organismo ou restos de organismos detectados em nosso estudo passam, significando
mais remanescentes de DNA bacteriano (em baixa carga) do que verdadeiros agentes
infecciosos. Para haver positividade em cultura, as bactérias precisam estar integras e
capazes de se reproduzir. A elevada sensibilidade do NGS leva ao achado dos
chamados “vestigios” ou “remanescentes” bacterianos que estiveram presentes no
passado — nao necessariamente organismos viaveis ou que possam ser considerados
infecciosos. O NGS ja foi amplamente utilizado para avaliar o microbioma de amostras
clinicas diferentes, tais como fezes, secrec¢des respiratorias, liquido cefalorraquidiano e
sangue. Entretanto, em amostras potencialmente estéreis, a identificacdo de sequéncias
de DNA deve ser interpretada com cautela, ja que poderiam representar remanescentes
de DNA e ndo um verdadeiro agente infeccioso.
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N&o ha definicdo de quantidade minima de sequéncias mapeadas
para determinar um achado significativamente positivo para o teste de NGS. Se
houvesse sido incluido na analise do disco por NGS e eventualmente algum participante
desenvolvesse infecgcdo clinica durante o seguimento, poderia ter sido calculado o
namero minimo e proposto nesse estudo. Inclusive, a inclusdo de paciente com infeccéo
discal prévia e culturas positivas como controle para o NGS poderia determinar melhor
a concordancia e significancia desse exame, e definir qual o minimo de sequéncias de
DNA bacteriano que pode ser considerado como indicador de agente infeccioso. NoSso
estudo excluiu pacientes com historia prévia de infeccdo na coluna no seu protocolo
inicial. Salipante et al. reportaram que o numero de sequéncias de DNA mapeadas é
diretamente proporcional ao nimero de bactérias infecciosas presentes na amostra e
pode variar de 21 a 11.000 leituras.® Com base nesse estudo, nés consideramos que
20 leituras seriam nosso limite para considerar como significativa a identificacdo de um
espécime patogénico.

No nosso estudo, encontramos esses remanescentes de uma rica
presenca multibacteriana em todas as 17 amostras enviadas para NGS. Um total de 45
tipos de bactérias diferentes foram identificados, ou seus remanescentes, com uma
confianca maior que 70%, e cada amostra de disco apresentou média de oito bactérias
diferentes. Entretanto, a representatividade das sequéncias mapeadas por bactéria foi
muito baixa comparada com o numero total de sequéncias mapeadas. O maior
percentual de sequéncias mapeadas para uma Unica bactéria foi para o Lactobacillus,
com 2,31% do total de sequéncias bacterianas mapeadas em apenas uma amostra de
um paciente. Além do mais, isto representa 0,41% do total de sequéncias mapeadas
neste mesmo paciente. Nenhum outro mapeamento alcancou mais do que 1% de
sequéncias bacterianas em nenhum paciente e, em 12 (70%) amostras, nenhuma atingiu
ao menos 0,2%.

Nés sabemos que o disco € um ambiente hostil, especialmente no seu
interior, onde o nucleo pulposo tem baixas taxas de oxigénio, glicose e celularidade, ao
mesmo tempo que apresenta altas taxas de acido lactico e uma consequente diminuicéo
do pH.®) Estas caracteristicas tornam a permeabilidade de solutos e sobrevivéncia de
patdégenos dificil. Além do mais, a nutricdo do disco se da por meio de difusdo passiva e
€ dependente da permeabilidade da placa terminal, altura do disco e a prépria
capacidade de difusédo do soluto.®9) Singularidades dos solutos, tais como tamanho e

peso molecular, definem sua capacidade de atingir o centro do disco, que poderia levar
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até 24 horas, como ja foi demonstrado com ressonancia magnética.®? Isso pode
influenciar o tempo e habilidade dos antibiéticos de atingir o disco — e inclusive serve
para questionar a influéncia que a cefuroxima, usada como antibiético profilatico nos
NOSSOS casos, teria sobre os resultados de cultura e microbioma do NGS no nosso
estudo. Apesar de termos encontrado uma quantidade consideravel de DNA de
Lactobacillus, Aerococcus, e Streptococcus em algumas amostras de disco, nenhum
desses pacientes apresentou infeccao clinica até um ano ap0s a cirurgia, o que corrobora
a hipétese de que remanescentes de DNA bacteriano podem ser encontrados mesmo
em amostras estéreis.

Curiosamente, o C. acnes, o0 agente mais citado como causador de
infeccdo bacteriana, e alvo de busca desse estudo nas culturas de disco, nao foi
encontrado em nenhuma andlise molecular. Embora tenhamos encontrado um
microbioma bacteriano diverso no disco intervertebral, nés devemos interpretar isso com
cautela e investigar qual seria o significado de cada elemento bacteriano detectado, em
estudo com desenho apropriado para tal. A hipotese de que a fonte das bactérias
encontradas no disco foi contaminagao durante a cirurgia ou procedimentos de coleta e
transporte das amostras foi em parte corroborada pela analise NGS. Remanescentes de
Bulkholderia species foram identificados em todas as amostras de disco analisados por
NGS. Estes sdo organismos do ambiente, que podem indicar contaminagéo.®4
Bulkholderia species sdo estritamente microrganismos anaerdbicos com baixa
capacidade de crescimento no ambiente com baixa concentracdo de oxigénio. Ralstonia
pickettii € um microrganismo também conhecido como contaminante de produtos
biomédicos. Ele pode estar presente em reagentes utilizados no processo das amostras
antes de ir para os estudos de analise molecular tais como PCR e NGS. Para evitar
contaminagao dos reagentes com DNA bacteriano, controles negativos foram utilizados
para cada lote de sequenciamento e nenhuma amplificacdo foi observada nessas
amostras.

A concordéncia entre os achados do NGS e da cultura ja foram
investigados em ortopedia. O NGS ja foi utilizado no sistema musculoesquelético para
detectar infeccdo de préteses de ombro em cirurgia de artroplastia.®1.92.9%) Em dois
estudos, Namdari et al. demonstraram uma concordancia fraca entre a cultura e o NGS
de tecidos coletados em cirurgias primarias e de revisdo de artroplastia de ombro.(9%:23)
As culturas foram, na sua maioria, monomicrobianas, enquanto o resultado do NGS foi

polimicrobiano. Em um segundo estudo,®® foi encontrada concordancia limitada
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(kappa=0,238) entre 0 NGS e a cultura para identificar o C. acnes. De maneira
semelhante, o C. acnes foi menos identificado por NGS do que na cultura. Em nossos
pacientes com amostras submetidas a ambos cultura e NGS, ndo houve nenhuma
amostra com cultura positiva para nenhuma bactéria e, apesar de os resultados do
NGS terem sido polimicrobianos, ndo houve uma Unica sequéncia de C. acnes
identificada por esse método.

Dois estudos muito recentes utilizaram o NGS em amostras de disco
intervertebral.®>%) O primeiro investigou possivel infeccdo viral. Walker et al.®¥
buscaram por colonizacéo de virus no disco apés a remocdo de amostras em cirurgias
de hérnia de disco. Havia 15 participantes, os autores ndo encontraram mais de um
milh&o de leituras por amostra, e nenhuma amostra continha leituras significativas de
agentes virais humanos conhecidos. Foi concluido que € improvavel que virus estejam
associados com hérnia de disco.

O segundo estudo, também usando NGS, foi o de Rajasekaran et
al.®) O remanescente bacteriano mais frequentemente encontrado no nosso estudo ndo
foi nem sequer reportado entre as bactérias mais abundantes em nenhum dos grupos
no estudo de Rajasekaran et al. Se compararmos 0 nosso grupo de pacientes com hérnia
de disco com o grupo de hérnia de disco desses autores, ha apenas cinco bactérias
concomitantemente encontradas nos dois estudos (Acinetobacter, Anoxybacillus,
Brevundimonas, Pseudomonas e Staphylococcus) — e apenas uma dessas espécies foi
encontrada em mais do que uma amostra no nosso estudo (Staphylococcus). Enquanto
Herbaspirillum foi detectado em todas as nossas amostras, s6 esteve presente em
alguns discos normais no estudo de Rajasekaran et al. Entretanto, eles n&o reportaram
a quantidade de leituras e sequéncias para que pudéssemos comparar os achados deles
com 0S NoSsos e determinar quais 0S agentes infecciosos ou se seus remanescentes
eram significativos. Além disso, o estudo deles ndo teve seguimento clinico para
determinar infeccdo, por ter usado pacientes em morte cerebral. De qualguer maneira,
ha uma diferenca 6bvia do microbioma do disco intervertebral que pode estar relacionada
a populagbes com diferencas étnicas e geograficas, significando coloniza¢des discais
diferentes. Nés ndo detectamos C. acnes no nosso estudo e tampouco foi o patégeno
mais frequentemente reportado de longe por Rajasekaran et al.

O NGS se provou uma ferramenta valiosa para determinar infeccéo
discal junto com a cultura de disco. Ele pode ajudar a identificar agentes em um disco

com cultura negativa e podera no futuro ser referéncia para guiar o uso de antibidticos.
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Isso ainda nado € realizado, ja que ainda ndo é um teste validado com estudos de
especificidade e sensibilidade para detectar infeccéo discal. Next generation sequencing
possivelmente ajudar4d a entender melhor a colonizacdo bacteriana de discos
intervertebrais e sua relacdo com a degeneracdo do disco e a DLC no futuro. E capaz
de evidenciar novos agentes infecciosos possiveis colonizando o disco além do
“protagonista tradicional”’, o C. acnes. A presenca de inumeros elementos bacterianos
identificados com os testes de NGS necessita de validacédo clinica e sua relevancia deve
ser mais bem estudada. A baixa taxa de sequéncias bacterianas mapeadas no nosso
estudo pode ser mais significativa para remanescentes de DNA de bactérias dos agentes

infecciosos reais.

4.3 Alteragdes tipo Modic: o estudo de coorte

Investigamos, no nosso estudo de coorte, se alteragdes do tipo Modic
um ano apos a cirurgia estariam relacionadas com o achado de infeccdo ou
contaminacdo do disco nos nossos pacientes. Alteracdes Modic sdo encontradas
frequentemente em pacientes com hérnia discal®) e associadas com degeneracio
discal e dor lombar. Essas alteracbes sdo consistentes com edema e poderiam ser
secundarias a infeccdo por um organismo de baixa viruléncia.®® Um exemplo de tal
bactéria seria C. acnes, o que possivelmente explica a busca dos pesquisadores por uma
associacao entre infeccdo discal por C. acnes e alteracdes discais na imagem. Apos
algumas pesquisas em animais investigarem a plausibilidade biolégica da associac&o,©®
estudos em humanos tiveram resultados controversos sobre a relacéo de infeccdo discal
e alteracdes tipo Modic, de qualquer tipo ou especificamente do tipo 1.(95:96)

A colonizacéo do disco por bactéria indolente poderia, teoricamente,
acelerar o processo degenerativo, criar uma infeccdo de baixa viruléncia que se
correlacionaria com lombalgia crénica e, também, com alteracdo dos platds vertebrais
observados nos estudos de imagem de ressonancia magnética como Modic.(20:41.42)
Porém, pela taxa pequena de positividade de culturas de disco nos casos acompanhados
neste estudo, néo foi possivel correlacionar a presenca de bactérias com surgimento ou
aumento das alteracdes de Modic ao longo do tempo de seguimento de um ano.

Esses pacientes com positividade de cultura de disco, ou seja,

considerados com infeccdo discal, ndo apresentaram desfechos clinicos ou laboratoriais



56

outros. Nao tiveram sintomas relacionados com infec¢do, como a febre ou dor lombar,
estatisticamente diferente do esperado para o poés-operatorio de hérnia de disco
comparados com aqueles que nao apresentaram positividade de cultura. Conforme
relatado, uma minoria tinha comorbidades importantes que pudessem afetar a
sintomatologia lombar, e poucos fumavam e bebiam. No entanto, dois tercos dos
pacientes estavam acima do peso ideal ou obesos e sabe-se que pacientes com IMC
elevado tém maior chance de desenvolver infeccdo pds-operatdria em cirurgia de
coluna,®® possivelmente pelas dificuldades técnicas impostas ao cirurgido e, também,
por fatores pos-operatorios, como maior acumulo de exsudato e secre¢des inflamatorias.

A auséncia de evidéncia de associacdo possivelmente indica que 0s
mecanismos que levam a essas alteracdes no exame de imagem envolvem fatores

biomecanicos e genéticos®® e ndo somente infecciosos.

4.4 LimitacOes e pontos positivos

Tanto o estudo transversal para investigacéo de C. acnes e por NGS
guanto o de coorte de longo prazo neste projeto apresentam limitagdes. A principal delas
€ a auséncia de um grupo de pacientes com o disco normal, sem indicios de
degeneracdo discal, que permitiria fazer uma comparacdo ideal do ponto de vista
experimental. No entanto, a coleta de amostra tecidual de individuos saudaveis, nao
submetidos a tratamento cirdrgico, dificilmente seria aprovada por um comité de ética, ja
que a extracdo do tecido é procedimento invasivo (e, quando se trata de coluna, € uma
regido com grande potencial para eventos adversos). Uma possivel solu¢do seria a
coleta de tecido discal de pacientes operados por afec¢Bes diferentes da coluna, como
escoliose e trauma. Conforme ja apontado por lyer et al.,, a maioria das pesquisas
buscando evidéncias de infeccdo em discos degenerados consiste em estudos
transversais sem Grupo Controle,®® e os que usam controles empregam tecidos
diferentes, como musculares e ligamentares, tal como fizemos. Nao temos registro, no
entanto, de estudos usando disco saudavel (ndo herniado) como controle para cultura
bacteriana.

Nés também ndo estudamos outras regides da coluna, tais como a
cervical, que poderiam apresentar microbiotas diferentes comparadas com a coluna

lombar. Em futuros estudos, poderao ser incluidos pacientes operados de hérnia de disco
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situada em qualquer ponto da coluna, o que contribuira para aumento do tamanho
amostral geral e realizacdo de NGS em todas as amostras.

A investigacdo utilizando a técnica NGS neste estudo tem algumas
limitacdes. Uma delas € justamente o nUmero pequeno de pacientes com amostras de
disco submetidas ao exame de NGS, e da mesma populacdo étnica e geografica. Isso
ocorreu pela proposta inicial do projeto, que focou na identificacdo do C. acnes por meio
de cultura de tecidos. A introducéo da técnica de NGS ocorreu durante a realizacdo do
projeto, como validacdo de um exame que ndo havia antes sido utilizado em amostras
de disco intervertebral para complementar a cultura bacteriana, para confirmar ou excluir
a etiologia infecciosa como fonte da doenca degenerativa do disco. O exame nao estava
antes disponivel em nossa instituigéo.

Outra limitacdo € a falta de um Grupo Controle positivo tal como
pacientes com infeccdo comprovada do disco para correlacionar a cultura com os
resultados de NGS. Os dois casos com infec¢cdo do disco detectada em cultura e os
pacientes considerados como “contaminados” ndo foram avaliados por NGS, uma
analise com limitacdes orcamentarias. A obtencao de financiamento especifico para esse
estudo pode resolver esse problema.

Finalmente, uma limitacdo maior foi o fato de ndo termos realizado
NGS nos tecidos controles tais como o musculo local e o ligamento amarelo. Isto afeta a
concluséo potencial j& que seria intuitivo supor que, se o patdégeno estd apenas no disco,
deveria estar envolvido na degeneracao discal. Se o patégeno esta no disco e nos
tecidos ao seu redor, tais como o ligamento amarelo e os masculos profundos da coluna,
poderiamos considerar que o ambiente degenerativo precede a cascata de eventos que

afetam todo o nivel intervertebral.
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5 CONCLUSOES

1. Os pacientes avaliados nesse projeto ndo expressaram, na grande
maioria, positividade para a cultura bacteriana dos tecidos investigados (disco
intervertebral, masculo multifidio e ligamento amarelo): mais de 88% eram negativos, e
somente dois pacientes (1,8%) tinham positividade somente no disco (indicando infeccao
e ndo contaminacao intraoperatoria). Doze pacientes (10,7%) tiveram positividade dos
tecidos controle e foram considerados casos de contaminacao intraoperatoria. Apenas
trés pacientes (2,7%) tinham cultura positiva no ligamento amarelo e 12 (10,7%) no
muasculo multifidio, indicando que a positividade no disco era devida a possivel
contaminacao;

2. O patégeno focado neste estudo, Cutibacterium acnes, nédo foi
identificado em nenhuma anélise de microbioma de disco. A auséncia de C. acnes do
disco intervertebral foi confirmada pelo emprego da técnica NGS, utilizada na anélise do
microbioma de uma subamostra de 17 pacientes;

3. Dentre os dois pacientes com infec¢ao no disco intervertebral, um
teve cultura positiva para Cutibacterium acnes e o outro para Staphylococcus aureus;

4. Nossos resultados demonstraram que a analise do microbioma do
disco intervertebral € uma ferramenta potencial para avaliar a infeccao discal e entender
melhor a etiologia infecciosa da degeneracgéao discal, e 0 NGS se mostrou adequado para
determinar isso. O DNA bacteriano detectado no disco intervertebral herniado foi muito
escasso e sugere que poderia representar remanescentes do DNA mais do que um
agente infeccioso ou o verdadeiro microbioma do disco;

5. N&o foi observada associacdo significativa entre positividade para
infeccdo dos tecidos e qualquer fator de progndstico clinico;

6. Pela taxa pequena de positividade de culturas de disco nos casos
acompanhados neste estudo, ndo foi possivel correlacionar a presenga de bactérias com
surgimento ou aumento das alteracdes de Modic ao longo do tempo de seguimento de

um ano.
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Abstract

Introduction: Cutibacterium acnes is a bacterium naturally present on the skin and other
parts of the human body. The role of C. acnes (formerly known as Propionibacterium
acnes) in the pathophysiology of acne is well established, but there are reports of this
organism as the pathogen responsible for inflammatory conditions and postoperative
infection with or without implants. C. aches has been described as causing Modic type 1
changes on spinal magnetic resonance imaging (MRI), and this bacterium has been
isolated in cultures of intervertebral disc samples. Purpose: The main objective of this
study is to investigate the prevalence of bacterial infection, specifically C. acnes, in
samples of the intervertebral disc, multifidus muscle and ligamentum flavum (as an
indication of contamination) of patients with lumbar disc herniation; to investigate
prognostic factors of patients with positivity for infection or contamination and evaluate
the relationship of radiological modifications (Modic types | and Il) with infection one year
after surgery for disc herniation. Methods: A cross-sectional study and a prospective
cohort study were performed at a single center at the Hospital Israelita Albert Einstein, in
which patients consecutively operated on for disc herniation had samples of the disc,
multifidus muscle and ligamentum flavum extracted for culture. Patients were assessed
for function and pain before surgery and also by MRI one year later for characterization
of Modic changes. A subsample of 17 patients underwent next generation sequencing
molecular analysis. Descriptive analysis and comparison of groups of patients with and
without infection or contamination were performed using Student's t, Mann-Whitney, chi-
square, or Fisher's exact tests as appropriate, and pre- and post-surgical comparisons
for Modic with the Wilcoxon test. Results: From January 2018 to September 2019, 112
patients with lumbar disc herniation underwent open microdiscectomy and were included
in the study, 67 (59.8%) men. The result of tissue cultures showed a minority with
positivity for any bacterial growth (14 cases, 12.5%), 3 (2.7%) with positive culture in the
ligament, 7 (6.3%) in the disc and 12 (10.7%) in the muscle. Two patients had C. acnes
cultured from a disc sample. The low positivity prevented the investigation of the
relationships between clinical prognostic factors and infection. No evidence of Modic
alterations was found between patients with and without bacterial growth in culture,
regardless of the period, pre- or post-operatively. There were no clinical, pain, or

functional differences between patients with and without disc infection or contamination.



All 17 patients who underwent next generation sequencing had a negative disc culture
for C. acnes, as well as a negative culture for muscle and ligamentum flavum. Thus, none
of these patients was considered to have infection or contamination. Conclusions: The
fact that only 2 patients (1.6%) were positive for Cutibacterium acnes in the disc only, and
3 patients (2.7%) had a positive culture in the ligamentum flavum and 12 (10.7%) in the
multifidus muscle indicates that the disc positivity was due to possible contamination. C.
acnes was not identified in any disk microbiome analysis. No significant association was

observed between positivity for tissue infection and any clinical prognostic factor.

ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03158766

Keywords: Propionibacterium acnes; Cutibacterium acnes; Intervertebral disk
displacement; Intervertebral disc degeneration; Infection
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ABSTRACT

Introduction Low back pain and vertebral chdplate
abnermalilivs are cammon cendilians within the
papulation. Subclinieal infection caused by indalent
pathogens can potentially lead to these findings, with
diffarentiation between thern notably challenging from
a clinical perspective. Progressive intection of the
intcrvertchral disc has boen oxtensively associated with
incraasing low back pain, wilh Prepionibaclerim aenes
specifically implicated with in relatian to sciatica. The
main purpose of this study is ta identify if the presence
of an infective pathogen within the intarvertebral disc
is primary or is a result of intraoperative contamination,
and whether this carrelates to low back pain,

Methods and analysls An gpen prospective cohart
study will be performed. Subjects included within the
study will be betwean the ages of 1B and G5 years and
have a diagnasis of lumbar disc herniation requiring
vpen decompression surgery, Excised hemiated dise
fragmenls, muscle and ligamenlum Mavum samples will
be collected during surgery and sent to microbialogy
for tissue culture and pathogen identification. Score
questionnaires for pain, functionality and guality of

life will be given prooperatively and at 1, 3, 6 and 12
monlhg pusloperalively. & MBIwill be perlormed 12
months after surgery far analysis of Modic changes
and baseling comparisan. The primary endpoint is the
rate of disc infection in patients with symptomatic
degenarative dist dizease. The secendary endpaints
will be perfarmance scores, Modic invidence and
wolume,

Ethics and dissemination This study was approved
by aur Instituticnal Review Board and was anly
initiated after it (CAAE B5102617.2.0000.0071).
Paticnts aprooing to participate will sign an informed
congent form belore enlering he sludy, Resulls will

be published in a peer reviewsd medical journal
irrespective of study findings. If shown to be the case,
this would have profound effects on the way physicians
treat chronic low back pain, even impacting health
costs.

Trials registration number NCTO315878; Fre-resulls,

INTRODUGTION

Low back pain and vertebral endplate abnor-
mylities are commen comditions within the
population, with Modic alt ? reperiing
endplate abnormality raes o up o 6%
within the population and 6% ol patients

comnplaining of Jow ek pain. Modic ype
I changes are described as verieleal Done
marcow oedema related o acute low back
p;Lin.'l When Mowlie changes are deieened,
there is a 45mes higher Incideoce of
non-specilic low back pain on presemation.' ?

Subelindeal futecion cnsed o lowyi-
ilernee: padhogens gt powentially Joad o
veriehral  endplate  abnormalities,  which

ave ddentiticd through MRL Difterentiaton
andl Modic
glven the
" Additiom-
ally, sulwelinical infecions can e associadoed
with increasing low back pain.” Albert o of
reported 61 patlents whoe had undergone
sirgical veabroen | fon Tunahae dise levnistion,

subrclinical  infeclion
changes may be notalily dillical

paucity of examinartion findings,

Tatween

with 40% of cases showing o positive culhue,
The same anthers also reported that B0%: of
the pacents with o positve culbare for amaes
obic pathegens proseaial with Modic vpe T
changes at the adjacent vertebra alier a Z-vear
fllow-upe. Thiz s in stark contrast o only
444 of palicnis with negs
studies demnnstrated the preseice of lovwe-vie
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ive culumre, Some
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arganism reported as Predderdboeterizan eenes,
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(500mg/125mg)” following another study where P acnes
was linked to sciatica.” However, Carricajo et al'! suggest
that the presence of P acnes in the intervertebral discs
is due to either external surgical or laboratory contam-
ination. Within their study, they detected positive disc
cultures in only 3.7% of 54 patients. Further, the same
group demonstrated that samples of spinal muscle and
ligamentum flayum had positive cultures in 14.8% of cases
that had negative disc cultures. Reinforcing the findings
of this study, Rigal et al'” analysed a sample of 313 patients
undergoing video-assisted or retroperitoneal anterior
approach, and found only 6 cases of positive cultures. No
correlation between infection and degeneration of the
intervertebral disc was found. Contrastingly, Rollason et
al," in a study of genotype characterisation, observed that
P acnes cultured from disc samples surgically resected
from 64 patients with disc herniation were different from
those normally colonising the skin, suggesting that this
variant of the P acnes bacterium could be related to low
back pain. A systematic review performed by Urquhart et
al'* concluded that there is moderate evidence of a rela-
tionship between positive P. acnes cultures with Modic type
I changes and low back pain, although the evidence was
not substantive. The group concluded that new studies
should be conducted to determine whether pathogens
within the vertebral disc arise from external contamina-
tion or if they are truly implicated in the development of
chronic back pain (low back pain for at least 3months).

HYPOTHESIS AND OBJECTIVES
‘We hypothesise that lumbar disc herniation is related to
subclinical infection of the intervertebral disc.

Our primary endpoint of this study is to identify
whether the presence of a pathogen within the interver-
tebral disc is primary or if it is a result of intraoperative
contamination.

The secondary endpoints are to analyse clinical prog-
nostic factors in patients and the diagnosis of infection.
The study also proposes to analyse the relationship
between radiological changes (Modic I and II) and
infection.

JUSTIFICATION AND SCIENTIFIC CHALLENGES
It there is a confirmation of a relationship between
subclinical pathogens, lumbar disc herniation and
Modic changes with non-specific chronic back pain, this
will change the way this disease process is managed and
improve treatment costs and patient outcomes.
Previously published studies that report a strong
correlation between F. acnes and low back pain and/or
disc herniation are almost entirely from the same study
group.”™ Few studies have questioned their results and
those that have only presented small sample groups and
inadequate statistical methodologies.'" For this prospec-
tive cohort study, we previously calculated the minimum
number of subjects needed for adequate statistical

analysis. Aside from outlining a specific culturing method
for P acnes, this project addresses molecular analysis
and clinical outcomes follow-up in a single study. This
provides a complexity and significance that have not been
achieved in previously published studies on the topic.

METHODS AND ANALYSIS

This study protocol is registered at Clinicaltrials.gov under
NCT0315876 (Pre-results) (https://clinicaltrials.gov/
ct2/show,/NCT031587667term=NCT03158766& rank=1).

Study design

An open prospective cohort study will be performed at a
single centre, (Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE))
taking 1year for recruiting, and ending 1year after inclu-
sion of last patient. Patients’ data will be collected with
a specific form created for this study. Patients will be
summoned for a new MRI of the lumbar spine 1year after
their surgical procedure.

All included patients will go through further treatment
of 10 sessions of postoperative physical therapy. They will
be instructed to maintain learnt exercises in their resi-
dences. Pain medications will not be controlled and will
follow attending physician prescriptions.

Population
Patients will be consecutively included in the study.

Inclusion criteria

Inclusion criteria were as follows: subjects between 18
and 65 years of age; both genders; diagnosis of lumbar
disc herniation and are undergoing open decompres-
sion surgery (microdiscectomy). Indication for surgery
is sciatica caused by disc herniation compression of a
lumbar nerve root failing conservative treatment for at
least 6 weeks or ongoing neurological deficit. Patients with
a history of previous spinal injection will not be excluded
from the study. Patients willing and able to go through
all phases of clinical investigation will be included. An
informed consent form (ICF) must be signed.

Exclusion criteria

Exclusion criteria were as follows: patients with previous
lumbar disc surgery at the same level at any point of life;
patients undergoing chemotherapy; patients with any
immune deficiency; patients previously submitted to
disc injection and/or discography; patients submitted
to previous endoscopic disc surgery; patients with fusion
performed at the same stage of decompression surgery;
patients with any other infection within the last 6months
or usage of antibiotics within the last 2months; patients
with incomplete specific form or data; and decline to
participate or sign the ICF.

Patient enrolment in the study

Evaluation of patient eligibility will be carried out by
the main investigator or by a coinvestigator. Both study
coordinators will perform an interview with a candidate
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patient about his/her willingness to participate in the
study. They will be responsible for confirming their eligi-
bility in relation to the inclusion and exclusion criteria;
and, if the patient accepts, the investigator will explain
all study details and read along the ICF. Any questions
regarding the objectives of the study, involved proce-
dures, risks/benefits and confidentiality will be resolved.
Patients accepting to participation will date and sign the
ICF. A copy of the form will be attached to the patient’s
medical record, and another will be provided to the
patients themselves. After the ICF is properly signed, the
patient will undergo an interview to complete the initial
demographic data and pretreatment forms. If the patient
is unable to sign the written ICF, the investigator will
vocally explain the study and the patient will provide oral
consent in the presence of a witness that will sign the ICF.
Patient recruitment will be carried out for 24 months, so
that 95 patients shall be included (details of estimated n
reported at sample size determination).

Patient allocation

Patients will undergo surgery according to surgeons’
preference. Attending surgeons will determine chosen
operative technique according to their experience and
preference.

Blinding

Neither the patient or attending physician will have access
to the results of tissue cultures. The radiologist who will
analyse the imaging studies of performed MRIs will also
be blinded to the patient data and laboratory results. A
blinded investigator will analyse pain and function scores.

Early stopping of participation in the study

Patients will be excluded from the study on:

»  Withdrawal of ICF.

» Death.

» Patient selection flaw identified (incompatible eligi-
bility criteria).

» Lost to follow-up.

» Patient presents with clinical symptoms of infection,
inclusive of severe lumbar or radicular pain, fever
with no other detected foci, abnormal erythrocyte
sedimentation rate (ESR)/Creactive protein (CRP)/
leucogram, altered imaging studies that lead to inter-
ruption of the blinding of the results of culture exams.

For each excluded case, the reason and circumstance
for the withdrawal will be detailed. Patient data collected
until that point of the study will be included at final
analysis.

Selected endpoints

Primary endpoint

Rate of intervertebral disc infection

The primary objective of this study was to consider the
incidence of intervertebral disc infection by any type of
low virulence pathogen, with consequent Modic changes
and chronic low back pain. Thus, the calculation of the

incidence of infection in lumbar disc herniations will be

performed.

1. Incidence of infection rate (IIR) will be calculated as
follows:

(number of detected infections)

IIR =
(total number of included patients)

Secondary endpoint

Low back pain

Intensity of low back pain and limitation for daily activities of
patients with and without infection will be analysed through
the numeric rating score (NRS) system applied at time of
patient recruitment and 1, 3, 6 and 12 months after surgical
procedure (table 1). The clinically significant threshold will
be considered to be an increase of 30% of baseline lumbar
pain at the first postoperative month. NRS and the visual
analogue scale (VAS) have good correlation and are equally
sensitive to quantify postoperative pain.'” Compared with
WVAS, NRS is easier to manage and codify, furthermore,
less mistakes occur during data insertion.'” Otherwise, it is
easier to {:om]:-lel.e]6 and preferred by patients.”

Quality of life

Quality of life at the end of 1year for both infected and
uninfected groups, with and without Modic changes, will
be analysed through the validated Portuguese version of
the EuroQol (EQ-5D) questionnaire. This measurement
tool will be applied at timing of patient recruitment, and
1. 3, 6 and 12 months after surgery.

EQ-5D is a self-completing standardised tool containing
five items (mobility, self-care, usual activities, pain/
discomfort and anxiety/depression). Compared with the
Short-Form 36 (SF-36) questionnaire, EQ-5D is a shorter
and faster form to analyse.

Function

Function will be quantified through the Portuguese
version of the Oswestry Disability Index (ODI) for lumbar
pain that will be applied at time of recruitment and 1, 3,
6 and 12 months after surgery.

Modic incidence
Insurgent Modic changes in patients will be analysed
lyear after surgery, as well as its relationship with the
presence or the absence of infection.

Incidence of Modic (IM) changes will be calculated for
the infection group (IM infec) and for the total group
(IM total) as follows:

{number of Modic changes in infected

tients after 1 year)
IM infee = e !

{total number of infections)

number of Modic changes at final 1 year follow — up
IM total =

total number of patients

Volume and size of Modic changes: additional imaging analysis

Quantification of sizing will be done by two radiologists
with expertise in musculoskeletal diagnosis. All images
will be analysed in sagittal Tl-weighted, T2-weighted
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Table 1 Chronogram of included patients

Screening/ Postop Postop Postop Postop
Recruiting 4weeks:7days 3monthst14days 6months+21days 12months+30days
Visit 1 Visit 2 Visit 3 Visit 4 Visit 5
ICF X
Check including and excluding X
criteria
Collect demographic data X
Investigate medical history/ X
complete enrolment form
Lab screening, ESR, CRP, X X X X
leucogram
Apply NRS tool X X X X X
Apply Oswestry questionnaire X X X X X
Apply EQ-5D questionnaire X X X X X
Physical therapy x
MRI X

CRP, C-reactive protein; EQ-5D, European quality of life five dimensions; ESR, erythrocyte sedimentation rate; ICF, informed

consent form; NRS, numericrating scale; Postop, postoperative.

and FAT-T2-weighted sequences of the lumbar spine
in the DICOM format. Modic volume will be measured
according to Wang e al'® Three sagittal slices of the
lumbar spine will be considered: midsagittal slice; left
pedicle parasagittal slice and right pedicle parasag-
ittal slice. The parameters examined to quantify Modic
changes will include measures of ratios of the region
affected by Modic changes to the entire corresponding
vertebral body, including maximal width ratio, maximal
height ratio and area ratio. Vertebral body changes will
be classified accordingly to Modic changes type I, II
and T11.' ? Soft tissues around the vertebra, such as disc,
muscles and ligaments, will also be analysed. Data will be
collected for the presence of vertebral or disc oedema,
and the presence of disc hydration or not. Disc degen-
eration will be collected as: normal; degeneration with
height preservation and degeneration with loss of height.
Preoperative and 12-month postoperative-acquired MRI
studies will be compared. Both superior and inferior disc
endplates will be evaluated and compared. Preoperative
study will be taken as baseline for comparative purposes.

Adverse effects

Fail of surgical treatment (recurrence, instability, need
for reoperation and so on), need for additional physical
therapy sessions, superficial infection, drainage, deep
venous thrombosis and any other possible adverse event
that may show up will be included as well.

Study stages

Sample collection

Included patients will undergo standard fashion general
anaesthesia and prepped with chlorhexidine solution.
Intravenous antibiotic prophylaxis will be administered
within first hour before skin incision, according to the

standard protocol of HIAE Infection Control Committee
published at the hospital Pharmaceutics Manual.

Preoperative blood sample will be collected for leuco-
gram, ESR and CRP. Same laboratory tests will be repeated
at 1, 6 and 12 months time point (table 1).

The excised herniated disc fragment will be immedi-
ately sent to microbiology laboratory analysis in a universal
sterile container (screw cap tube) in no >30min to be
processed as follows. The same process will be applied
to samples of deep muscle and ligamentum flavum at
the end of the surgical procedure. Three cultures of the
intervertebral disc will be done, as well as three of the
ligamentum flavum and three of the multifidus muscle
for each patient. The flowchart of this stage is described
in figure 1. Search for pathogens protocol is similar to
the one proposed by Levy et al,'’ although due to the
avascular nature of the intervertebral disc, we will inocu-
late the sonication fluid (after sample concentration) in
blood cultures bottles (automated system) to improve the
recovery of pathogens and reduce contamination.

Search for pathogens

The herniated intervertebral disc will be split equally
into three fragments of 2x2x5mm and flattened in a
laminar flow cabinet until a homogeneous material is
achieved. The same process will be carried out for the
samples of ligamentum flavum and multifidus. Tissues
will be cultured in specific growth medium and incubated
according to the respective culture:

Similar criteria used by the Infectious Diseases Society
of America (IDSA) to detect joint replacement infection
will be adopted, which is the recommendation on at
least two positive tissue cultures by the same pathogen to
confirm diagnosis of infection.” This same criterion was
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Patient with
lumbar disc
herniation
|
Skin Incision
Intervertebral Flavum Ligament Deep Muscle
Disc Tissue
3 samples 3 samples 3 samples
| || 1 30 min
I | 1 maximum
Anaerobic and Anaerobic and
Anaerobic and bic Aerobic
Aerobic Culturi
Culturing toring Cuitaxing
(N=3) (N=3) (N=3)

!

Aerobic cultures - 5 days incubation
Anaerobic cultures -14 days incubation

MALDI-TOF

Positive culturing: Pathogen identified by

(PFGE)

Positive culturing: molecular analysis

Figure 1 Flowchart of collected clinical samples that will be sent to culture analysis. MALDI-TOF, matrix-assisted laser
desorption ionisation-time-of-flight; PFGE, pulsed field gel electrophoresis.

already adopted in a study to characterise isolated patho-
gens in herniated intervertebral discs."*

A: aerobic culture

For aerobic cultures, samples will be cultured in 5% sheep
blood agar, chocolate agar and MacConkey agar plate, and
will be placed in a 35°C incubator (CO, atmosphere) for 5
days. If a positive bacteria culture is detected in the plate,
the colony will be identified by MALDI-TOF (matrix-as-
sisted laser desorption ionisation—time-of-flight) Micro-
flex LT (Bruker Daltonics/BD). Sensitivity profile will be
performed when needed, according to Clinical Labora-
tory Standards Institute (CLSI) recommendations.

B: anaerobic culture

For anaerobic culture, tissue will be cultured in a Thiogli-
colate tube and incubated in an incubator at 35°C for
up to 14 days. If turbidity occurs at the Thioglicolate
medium, material will be cultured in anaerobic blood
agar and incubation at 35°C will be done in an anaerobic

atmosphere. After growing of colonies, identification will
be done by MALDI-TOF and, when necessary, a sensitivity
test to antibiotics will be performed according to CLSI
recommendations.

C: histological analysis

Anatomic pathology analysis of the remaining fragment
of the herniated disc (2x2x5mm) will be completed. The
sample will be transported in a universal container with
tamponated formalin (10%), followed by dehydration
in alcohol diafanized in xylol and inclusion in paraffin
(60°C-65°C), which will be stained in H&E and Gram
staining solutions.

H&E: histological cuts of 4pm will be performed,
followed by clearing with xylol for 10 min twice, embedding
with alcohol under increasing concentrations and stained
with haematoxylin for 5min, running water for 5min,
eosin for 1 min and running water for 2min followed by
assembly of a glass microscope slide with Entellan.
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Gram: another slide will be embedded with crystal
violet for 1min, running water for 1min followed by
lugol for another 1 min and additional wash with running
water. Unstaining of the slide will be done with alcohol
95% for 10s followed by running water and then, stain
with fuchsine for 30s, running water wash again, drying
and slide assembly with Entellan.

D: molecular analysis of pathogens

Positive cultures that present aerobic or anaerobic patho-
gens culturing, will be isolated and stowed refrigerated in
~80°C freezer for posterior molecular analysis.

Molecular typing will be performed through pulsed
field gel electrophoresis (PFGE) technique of isolated
samples according to the protocol described by Oprica et
af’! using Spe-I restriction enzyme and Bionumerics soft-
ware for analysis of results.

Questionnaires

Scores for pain (NRS), function (ODI) and quality of life
(EQ-5D) will be self-assessed and applied before surgery
and at 1, 3, 6 and 12 months time points. All question-
naires will be collected by a employee not involved in
the study. Follow-up clinic visits will be at 1, 3, 6 and 12
months after surgical procedure, with acceptance devia-
tion of 7, 14, 21 and 28 days, respectively (table 1).

Imaging studies

MRI studies will be performed in Siemens or General

Electric 1.5T devices. Studies in 3.0T devices will not be

done due to higher frequency of artefacts generated by

chemical shift, which would modify measurements of

Modic changes.

The following sequences will be used:

» Sagittal cut: fast Spin-Echo Tl-weighted and
T2-weighted sequences with fat suppression or
short tau inversion recovery (STIR) instead of T2,
according to our institution protocol established for
all examinations.

» Coronal cut: same sequence imaging will be used for
measurements.

At follow-up, contrasted MRI studies of patients will be
done as an institution established protocol for postopera-
tive patients, otherwise, it will not interfere with the study
protocol.

Lumbar disc herniation will be diagnosed through MRI
in eligible patients. Included patients will be submitted to
new MRI 12 months after surgery.

Two radiologists with expertise in musculoskeletal
MRI will independently classify and perform measure-
ments, and divergences will be solved blindly by common
opinion.

Confounding variables

Data on the following confounding variables will be
collected: age, gender, alcohol intake, smoking, body
mass index (BMI), spinal injections with corticoid within
6 months before surgery, usage of oral corticoids up to 3
months before surgery and diabetes.

As this information may change over time, data will be
considered at time of last assessment before surgery.

A: alcohol intake

It is categorised as follows: none or sporadically (<1 glass,/
day); light intake (1-2 glass/day); moderate /heavy intake
(3 or more glasses/day) and not assessed.”

B: smoking
It is categorised as follows:
non-smoker and not assessed.”

ex-smokers; smoker;

C: BMI

It is categorised as follows: underweight (<18.5); normal
weight (18.5-25); overweight (25-30); obese (>30) and
not assessed or not available,**

ETHICS AND DISSEMINATION

Some authors suggest that subclinical infection of the
intervertebral disc is one of the causes of chronic low
back pain unresponsive to treatment, besides promoting
Modic type I changes on MRI. Although there are studies
reporting relative success on treatment of well-selected
patients, there is still uncertainty as to whether these
patients were actually infected or not.

We hope to define the accurate incidence of subclinical
infection of the intervertebral disc with disc herniation
and provide data and possibly an answer to this present
gap in the literature.

STATISTICAL PLANNING

Rate of subclinical infection (or Modic change) will be
obtained by the ratio between number of positive cultures
from surgical samples and total number of patients, and
estimates will follow 95% ClIs. After infection cases are
identified, we will investigate if there is an association
between detected infection and patient outcomes by
logistic regression models for Modic changes, ordinal
logistic regression for Modic volume and size, and
linear regression or general linear models for numeric
outcomes, such as low back pain, quality of life and func-
tion. All models will consider confounding variables such
as smoking and alcohol intake, diabetes, corticosteroids
injection, BMI, gender and age. Results will be presented
as effects estimates such as OR or mean ratio, 95% Cls
and P values. Study dropout cases, for any reason, will be
considered for final analysis.

Sample size calculation
Sample size was calculated to estimate the incidence of
subclinical infection in patients with lumbar disc herni-
ation. Considering that the rate of infection lies around
46%,3 we need to observe a minimum of 95 patients to
achieve a 95% CI with 10% absolute accuracy.

The necessary sample size required for analysis of the
secondary endpoints will depend on the observed rate of
cases with subclinical infection in our study sample. If the
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observed rate is too small, then an increase in the number
of included patients will be needed. To better evaluate
this, the sample size calculation will be revisited by the
time we have reached half of initdally planned sample size
(48 patients).
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Abstract BACKGROUND CONTEXT: There is apparent causality between chronic infection of the inter-
vertebral dise and its degenerative process. Although disc is considered a sterile tissue, collected
samples of uninfected patients sent to culture testing resulted positive.

PURPOSE: The purpose of this study was to analyze the microbiome of the intervertebral disc by
using and validating the next-generation sequencing (NGS) molecular test, controlled with tissue
culture and clinical presentation of patients.

STUDY DESIGN/SETTING: Prospective study of consecutive patients in a hospital.

PATIENT SAMPLE: Patients with lumbar disc herniation undergoing open microdiscectomy
aging 18 to 65 years.

OUTCOME MEASURES: NGS, tissue culture

METHODS: Subjects undergoing open decompression surgery for lumbar dise hemiation were con-
secutively included and clinically followed for one year. Three samples of the excised herniated disc
fragment were sent to tissue culture and another sample of the disc was sent to NGS test for microbiome
analysis. Control samples of the ligamentum flavum and deep muscle were collected and sent to culture.
RESULTS: A total of 17 patients were included. All patients presented negative cultures of the
removed disc samples, as well as negative cultures of muscle and yellow ligament. None of the
patients evolved to clinical infection one year after surgery, nor presented significant alteration of
laboratory markers. NGS mapped a mean of 14,645 (range 6,540 to 27,176) DNA sequences for
cach dise sample of each patient. There were a total of 45 different bacteria genera remnants with
different amount of DNA sequences detected. There was a mean of 8 (range 3-17) different bacte-
rial elements in each sample of intervertebral disc. Three bacteria were present in all dise samples
(Herbaspirillum, Ralstonia, and Burkolderia). Although there were a considerable mean number of
bacterial sequences mapped in each dise sample, the amount of sequences related to bacteria was
low. Cutibacterium acnes elements was not found in any disc microbiome analysis.
CONCLUSIONS: NGS has been proven to adequately determine bacterial DNA presence within
the intervertebral disc. C. acnes was not isolated in culture neither in microbiome analysis of patients
with lumbar disc herniation. We cannot confirm disc sterility since, even if it does not cause infection,
there is bacterial or remnant DNA in herniated discs. @ 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
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