ACTA CHIRURGIAE ORTHOPAEDICAE ° i A
346 ET TRAUMATOLOGIAE CECHOSL., 80, 2013, p. 346-350 P UVO D N I P RAC E

ORIGINAL PAPER

Porovnani vysetreni vypotku pohybového aparatu
pomoci leukocytarni esterazy s jejich cytologickym
a kultivacnim vysetrenim
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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

Leukocyte esterase is an enzyme in neutrophils from which it is released into exudate; its detection by colorimetric test
strips indicates the presence of neutrophils. This is a rapid method to find whether exudate is of infectious or non-infectious
aetiology. The aim of the study was to determine the sensitivity and specificity of leukocyte esterase testing with use of
AUTION Sticks (Arkray) for examination of exudates obtained in inflammatory diseases of the skeletal system.

MATERIAL AND METHODS

Exudates associated with skeletal system diseases were collected from 45 patients in the period from July 1%t to Decem-
ber 31, 2012. Aspirates obtained under sterile conditions were examined for leukocyte esterase; cytological and microbio-
logical examinations were also carried out. For the detection of leukocyte esterase, a drop of aspirate was placed on the
reagent zone of a test strip and the resulting colour reaction was read after 90 minutes. Changes in colour were compared
with a reference strip provided by the manufacturer. The results were assessed on a five-shade scale as follows: 0, no
colour change; 1 to 4, gradual change from light pink to deep purple. The results were compared with those of cytological
and microbiological examinations. Shade 4 on the strip corresponded to a positive cytological finding of bacterial infection,
and shades 3 and 4 correlated with a positive microbial finding. The sensitivity and specificity of leukocyte esterase testing
were statistically evaluated for both comparisons.

RESULTS
Based on the results of cytological and microbiological examinations, an infectious aetiology of exudate was diagnosed
in 21 (44.4%) and non-infectious aetiology in 24 (63.6%) patients. With leukocyte esterase reagent strips when shade 4 was
taken as a positive result, the sensitivity and specificity of examination was assessed as 0.6190 and 0.9583, respectively.
When taking both shade 3 and shade 4 for a positive result, sensitivity and specificity were 0.8571 and 0.8750, respec-
tively. Shades 0 and 1 corresponded to the number of leukocytes in exudate that was no higher than 2x10%ml.

DISCUSSION

The detection of leukocyte esterase is a quick and easy examination. It is useful for readily excluding or confirming an in-
fectious aetiology of exudate and can, to some extent, substitute a cytological examination. It can also help to make a quick
decision whether one- or two-stage joint reimplantation should be performed and thus eliminate the need of intra-operative
histological examination of frozen tissue samples. A drawback of the method was that exudate samples contaminated with
blood interfered with an assessment of colour shades. However, this can be avoided by centrifugation of the sample and
use of a supernatant free from erythrocytes.

CONCLUSIONS

Diagnosing infectious aetiology of joint exudate or exudate from an abscess using leukocyte esterase reagent strips
appears, according to our results, to be a promising, semi-quantitative method with high specificity and sensitivity which is
rapid, simple and affordable. It can be useful particularly in out-patient institutions for a quick diagnosis of arthritis; intra-
operatively, it can serve as an additional method to other exudate examinations.
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V klinické praxi jsme Casto nuceni urcit, zda je ode-
brany vypotek v oblasti pohybového systému infekéni
(nejcastéji bakterialni) nebo neinfekéni etiologie. Takto
vySetfujeme zejména kloubni punktaty a tekutinu v ob-
lasti uvolnénych endoprotéz. Vysledek tohoto vySetieni
ma zésadni vyznam pro volbu dalSiho postupu v 1écbé
pacienta: v ptipad¢ aspirovanych kloubnich vypotkd na
ambulanci jde o rozhodnuti, zda-li pacienta hospitali-
zovat a provést operacni revizi kloubu s drenazi nebo
proplachovou lavazi a antibiotickou 1é¢bou, v piipadé
uvolnénych endoprotéz nas tento nalez sméruje k jedno-
dobé nebo dvoudobé reimplantaci. Je ziejmé, ze z hle-
diska pacienta je uréeni infek¢ni a neinfekcni etiologie
vypotku velmi dilezité a je tfeba ho provést v nejkratsim
mozném case.

Definitivni diagnoza je obvykle stanovena na zakla-
d¢ ziskané anamnézy, klinického vySetieni, zobrazova-
cich a laboratornich metod. Problémem vSak muize byt
skute¢nost, Ze vysledky zejména mikrobiologického
vySetfeni jsou k dispozici s uréitym casovym odstu-
pem. Zaroven Casto piichdzeji pacienti s jiz empiricky
nasazenou antibiotickou 1écbou, coz ovliviyje vysledky
vySetieni. V takovychto piipadech se nelze spoléhat na
metoda se pak jevi cytologické vySetieni vypotku se sta-
novenim poctu leukocytti a poméru polymorfonukleart
k mononukledrtim (6). Rychly bed-side test zaméteny na
pfitomnost leukocytl ve vypotku nebo na aktivitu nékte-
rého enzymu uvolnéného z neutrofilt, by pfi spolehlivé
senzitivité a specificit€¢ znamenal vyznamnou pomoc
v nasi kazdodenni ortopedické praxi. Jednim z takto vy-
uzitelnych enzymu by mohla byt leukocytarni esteraza.

Leukocytarni esteraza je enzym, ktery se hojné vy-
skytuje v neutrofilech. Jejich rozpadem se uvoliuje do
vypotku. Byla vypracovana metoda detekce piitomnosti
leukocytarni esterazy ve vypotku pomoci kolorimetric-
kych testovacich prouzkt s reagenéni zénou, ktera se od
80. let hojné€ uziva ke stanoveni infektu mocovych cest,
peritonitidy, pleuritidy a chorioamnionitidy (2, 3, 16, 17,
20). Leukocytarni esterdzy katalyzuji hydrolyzu esteru
indoxylu na volny indoxyl, ktery pak reaguje se stabilni
diazoniovou soli na piislusné azobarvivo. Pfi pozitivni
reakci se méni barva reagenéni zony testovaciho prouz-
ku ze zluté do rizového az fialového odstinu. Timto
zpusobem Ize prokazat lyzované neutrofily. V roce 2011
Parvizi vyuzil tuto metodu pii vySetieni punktatu kolen-
niho kloubu k vylouceni septického uvolnéni protézy piti
reimplantaci endoprotézy kolenniho kloubu s vysokou
senzitivitou i specificitou této metody (14). Dosud vSak
nebyla publikovéana prace o vyuziti uvedené metody pii
diagnostice bakterialni a nebakterialni etiologie vypotka
v oblasti pohybového systému.

Cilem predlozené prace je stanoveni senzitivity a spe-
cificity vysetfeni leukocytarni esterdzy pomoci testo-
vacich prouzkiit AUTION Sticks (Arkray, Japonsko) ve
vypotcich rizné etiologie ziskanych pfti zanétlivych po-
stizenich pohybového aparatu.
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SOUBOR PACIENTU A METODIKA

Do studie probihajiciod 1.7.2012 do 31.12.2012 bylo za-
fazeno 45 pacientti: 16 Zen (35,5 %) a 29 muzi (64,5 %).
Primérny veék pacientt byl 56,2 let (vékové rozpéti 5 az
87 let, median 60 let). Za sterilnich kautel jsme pomoci
jehly aspirovali tekutinu z kloubu nebo ze suspektniho abs-
cesu. Ve 37 ptipadech se jednalo o punktat kolenniho klou-
bu (z toho ve 4 pripadech stav po TEP kolenniho kloubu),
v 6 piipadech kycelniho kloubu (v 1 pfipad¢ stav po TEP
kycelniho kloubu), v 1 pfipadé punktat ramenniho kloubu
av | pfipadé o punktat abscesového loziska panve. Do stu-
die jsme zafadili pouze ty punktaty, které nebyly makro-
skopicky kontaminovany krvi. Ty jsme nasledné odesila-
li na vysetfeni leukocytarni esterazy, dale na cytologické
a mikrobiologické vySetfeni. Zaroven jsme zaznamenavali,
zda pacient uzival v poslednich dvou tydnech pfed nasim
vySetfenim antibiotika.

Pfi stanoveni leukocytarni esterazy se tekutina z punk-
tatll nanasela na reagencni zonu testovaciho prouzku AU-
TION Sticks (Arkray) a po 90 sekundich se provedl
odecet zmény zabarveni. Odstin riizového zabarveni tes-
tovaciho prouzku byl porovnavan s odstinem kontrolni
stupnice pfilozené vyrobcem a vysledek byl rozdélen do
pétistupnové skaly. Pii stupni 0 nedochazelo k zabarveni
testovaciho prouzku, stupni 1 odpovidalo lehké rizové
zabarveni a postupné az stupni 4 nejsytejsi fialové za-
barveni v porovnani s kontrolni stupnici. Odecet zmé-
ny zabarveni provadéla jedna spoluautorka této prace.
Nasledné jsme testovali pozitivitu této metody na dvou
urovnich. V prvnim pfipadé byl za pozitivni vysledek
pro bakterialni etiologii povazovan pouze 4. stupeil za-
barveni a ve druhém piipadé 3. i 4. stupen zabarvendi tes-
tovaciho prouzku.

Pii cytologickém vySetfeni byl stanoven absolutni
pocet leukocytd na 1 ml vzorku a pomér polymorfo-
nuklearti ke vSem leukocytim pfitomnym ve vypotku.
Jako pozitivni vysledek bakteridlni etiologie vypotku
jsme povazovali absolutni pocet leukocyti vyssi nez
4 x 10°/ml vzorku, jako hrani¢ni vysledek dale absolutni
pocet leukocytl v rozmezi 3—4 x 10%/ml a zaroven 50 %
a vys$i pomér polymorfonukleart vzhledem ke vsem
leukocytim piitomnym ve vypotku. Ostatni vysledky
jsme povazovali za negativni.

Pii mikrobiologickém vySetfeni byl za pozitivni vy-
sledek infek¢ni etiologie povazovan nalez pozitivni pri-
mokultivace.

Za definitivni pozitivni vysledek bakterialni etiologie
vypotku byl povazovan pozitivni vysledek cytologické-
ho vysetieni nebo hrani¢ni vysledek cytologického vy-
Setfeni se soucasn¢ pozitivnim vysledkem mikrobiolo-
gického vysetieni.

Nasledné jsme porovnavali vysledky vySetieni testo-
vacim prouzkem s vysledky cytologického a mikrobio-
logického vysetfeni. Statisticky jsme stanovili senziti-
vitu a specificitu vySetfeni testovacim prouzkem pro 4.
stupen zabarveni a pro 3. i 4. stupen zabarveni testova-
ciho prouzku, déle horni a dolni 95 % mez spolehlivosti
pro ob¢ hodnoty (tab. 2, tab. 3).
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VYSLEDKY

Piehled vysledki vySetreni jednotlivych pacienti je uveden
v tabulce 1. Podle stanovenych kritérii vysledkt cytologické-
ho a mikrobiologického vySetieni jsme diagnostikovali bakte-
rialni etiologii ve 21 ptipadech (44,4 %) a neinfekéni etiologii
vypotku ve 24 ptipadech (63,6 %). Nejcastéj$im patogenem
byl Staphylococcus aureus v 6 ptipadech (z toho v jednom
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piipadé MRSA), Staphylococcus koaguldza-negativni ve
3 ptipadech, v jednom piipadé Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus hominis, Pseudomonas aeruginosa, Ente-
rococcus species a Escherichia coli. Ve 4 piipadech uzivali
pacienti v dobé odbéru Sirokospektra antibiotika a nasledna
kultivace byla negativni. V dalSich 4 ptipadech, kdy pacienti
v dob& odbéru zadna antibiotika neuzivala, byla i ptes pozi-
tivni vysledek cytologického vysetieni kultivace negativni.

Tab. 1. Prehled pacientii zarazenych do studie. LE — vysledky vySetieni leukocytarni esterdzy, LEU — absolutni pocet
leukocytit na 1 ml synovialni tekutiny, PMN % — procentualni podil polymorfonuklearii, M % — procentudlni podil
mononuklearii, ATB/kultivace — uzival pacient ATB v dobé odbéru/vysledek kultivacniho vysetreni, zaver (B — bakterialni,

N — nebakterialni vypotek)

Pacient LE LEU x 10°/ml |PMN % M % ATB/kultivace Zaver
1 3 3,1 82 18 0 N
2 2 3,8 9 91 0 N
3 4 37,3 85 15 Staphylococcus aureus B
4 4 211 90 10 MRSA B
5 4 163 76 24 Staphylococcus aureus B
6 4 71,5 91 9 Staphylococcus koagulaza-negativni | B
7 2 26,2 89 11 0 B
8 4 18,1 89 11 ATB klindamycin/kultivace 0 B
9 3 12,6 62 38 Staphylococcus koagulaza-negativni | B
10 0 0,28 16 84 0 N
11 4 22,3 93 7 Staphylococcus koaguldza-negativni | B
12 1 0,62 55 45 0 N
13 0 0,11 32 68 0 N
14 3 6,6 63 37 ATB amoxicilin/kultivace 0 B
15 1 0,41 27 73 0 N
16 2 3.4 88 12 0 N
17 0 0,13 17 83 0 N
18 2 6,5 77 23 0 B
19 3 3.8 14 86 0 N
20 0 0,36 61 39 0 N
21 3 43 74 26 Staphylococcus epidermidis B
22 3 3.8 11 89 0 N
23 0 2,0 86 14 0 N
24 0 0,5 52 48 0 N
25 2 11,2 72 28 0 B
26 0 0,26 25 75 0 N
27 0 0,96 2 98 0 N
28 4 33,1 90 10 Staphylococcus aureus B
29 0 0,33 20 80 0 N
30 3 178 95 5 Staphylococcus aureus B
31 4 15,3 94 6 ATB ciprofloxacin/kultivace 0 B
32 4 14,2 85 15 ATB amoxicilin/kultivace 0 B
33 1 0,46 78 22 0 N
34 1 0,35 56 44 0 N
35 3 19,4 33 67 0 B
36 1 2 3 97 0 N
37 1 0,25 35 65 0 N
38 4 49 95 5 Enterococcus species B
39 4 22 88 12 Escherichia coli B
40 0 0,05 15 85 0 N
41 0 1,8 10 90 0 N
42 4 113 90 10 Staphylococcus aureus B
43 4 90 73 27 Pseudomonas aeruginosa B
44 0 0,93 3 97 0 N
45 1 0,28 74 26 0 N
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Tab. 2. Senzitivita a specificita vySetreni testovacim prouzkem pro 4. stuper zabarvent

Hodnota Dolni 95% mez spolehlivosti Horni 95% mez spolehlivosti
Senzitivita 0,6190 0,4088 0,7925
Specificita 0,9583 0,7976 0,9926

Tab. 3. Senzitivita a specificita vySetieni testovacim prouzkem pro 3. i 4. stupen zabarveni

Hodnota Dolni 95% mez spolehlivosti Horni 95% mez spolehlivosti
Senzitivita 0,8571 0,6536 0,9502
Specificita 0,8750 0,6900 0,9566

Pro vySetfeni testovacim prouzkem, kdy jsme pova-
zovali za pozitivni vysledek pouze 4. stupen zabarve-
ni, byla senzitivita vySetfeni 0,6190 a specificita 0,9583
(tab. 2). V pripadé, kdy jsme povazovali jako pozitivni
vysledek 3. i 4. stupenn zabarveni testovaciho prouzku,
jsme stanovili senzitivitu vySetfeni 0,8571 a specificitu
0,8750 (tab. 3).

Pii zabarveni testovaciho prouzku na 0. nebo 1. stu-
pen byl ve vSech ptipadech v nasi studii absolutni pocet
leukocytti ve vypotku do 2 x 10%/ml.

DISKUSE

Pti potiebé akutniho stanoveni infekéni etiologie vy-
potku je povazovano za nejspolehlivéjsi cytologické
vySetfeni, proto jsme ho zvolili jako zakladni parametr
nasi studie (5, 7, 10, 11, 13, 21, 22). Jako pozitivni vy-
sledek cytologického vysSetfeni jsme v nasem souboru
stanovili absolutni pocet leukocyt vys$si nez 4 x 10%/ml
vzorku a jako hrani¢ni vysledek 3—4 x 10°/ml vzorku
a zaroven pomér polymorfonuklearti ke vSem leukocy-
tim obsazenym ve vypotku vyssi nez 50 %. Schinsky
se ve své studii provedl vySetfeni 201 punktat u paci-
entll podstupujicich reimplantaci kycelniho kloubu. Za
hranici pozitivniho vysledku cytologického vySetfeni
stanovil 3 x 10°leukocytii/ml vzorku (18). Ma tedy srov-
natelna kritéria ke stanoveni infekéni etiologie vypotku
s naSimi. U hrani¢nich vysledkt cytologického vySetieni
jsme se v nasem souboru opirali o vysledek kultiva¢niho
vySetteni, coz v nékterych ptipadech vedlo ke zpozdéni
diagnoézy infekéni etiologie vypotku. Toto zpozdéni ne-
mélo, vzhledem k subakutnimu prabéhu téchto hranic-
nich nélezl, zasadni vliv na vysledek 1écby.

Protoze je cytologické a kultivaéni vySetieni (obzvlas-
t& pii potiebé stanoveni diferencidlniho poctu leukocytt
a pii potiebé prolongované kultivace) casoveé ndro¢né,
snazime se najit podobnou, ale dostupngjsi a rychlejsi
metodu ke stanoveni infekéni etiologie vypotku. Vy-
hodou stanoveni leukocytarni esterazy je pravé ¢asova
nenaro¢nost a dostupnost tohoto vysetfeni. V pfipade,
ze mame k dispozici testovaci prouzky, mizeme po
naneseni punktatu znat do 2 minut vysledek vysetfeni.
Timto mize byt toto vysetieni uzitecné k rychlému vylou-
¢eni, piipadné potvrzeni infekéni etiologie vypotku a mize
do jisté miry suplovat cytologické vySetieni. Dale mize
tato metoda pomoci k rychlému rozhodnuti, zda provést
jednodobou nebo dvoudobou reimplataci endoprotézy
a nahrazovat tak potfebu periopera¢niho histologického
vySetfeni zmrazenych vzorka (9). Z naSich zkuSenosti
trva vysetfeni zmrazenych vzorkd minimalné 50 minut,

coz vyrazng prodluzuje operacni Cas. Privétiva je také
cena jednoho vySetfeni testovacim prouzkem, ktera ¢ini
5,10 Ke¢.

Parvizi v roce 2011 uvefejnil studii, ve které prova-
dél vysetteni leukocytarni esterazy u 107 pacientt, kteti
podstoupili reimplantaci endoprotézy kolenniho klou-
bu, pomoci testovacich prouzkti Chemstrip 7 urine test
strip (Roche Diagnostics). V jeho studii dosahl 80,6 %
senzitivity a 100 % specificity pii 4. stupni zabarveni
a 93,5 % senzitivity a 86,7 % specificity pro 3. a 4. stu-
peni zabarveni testovaciho prouzku (14, 19). My jsme
v souboru nasich pacientli provadéli punkci kloubnich
a abscesovych vypotki u ambulantnich pacientti a dosahli
jsme 61,9 % senzitivity a 95,8 % specificity pfi 4. stup-
ni zabarveni testovaciho prouzku a 85,7 % senzitivity
a 87,5 % specificity pii 3. a 4. stupeni zabarveni. Prede-
v§im vysledky pro 3. i 4. stupen zabarveni jsou pro tuto
vySetfovaci metodu velice optimistické. Pii zabarveni
testovaciho prouzku 0. nebo 1. stupném byl vzdy abso-
lutni pocet leukocytd v kloubnim vypotku do 2 x 10%
ml. V téchto piipadech Ize bezpecné vyloucit infekéni
etiologii obtizi.

Za slabinu stanoveni leukocytarni esterazy povazuje-
me to, ze vzorky kontaminované krvi zkresluji kolori-
metrické vySetfeni testovacim prouzkem. Kontaminace
krvi zvySuje stupeni zabarveni a to mize vést k faleSné
pozitivnim vysledkiim. Wetters ve své studii provedl vy-
Setfeni leukocytarni esterazy u 223 pacientl se suspek-
ci na periproteticky infekt po implantaci endoprotézy
kolenniho nebo kycelniho kloubu. Ve 29,2 % doslo ke
kontaminaci vzorka krvi a kolorimetrické vySetieni ne-
mohlo byt provedeno (12, 23). Redeni tohoto problému
nabidl Aggarwal. Nekontaminované vzorky ve zkumav-
ce smisil s pacientovou krvi a nasledné pomoci centrifu-
gy oddélil t&€z8i erytrocyty od supernatantu. Supernatant
a zéroven puvodni nekontaminovany vzorek nasledné
odeslal na vysetfeni leukocytarni esterazy se 100% sho-
dou (1).

Logickou otazkou je, zda a jakym zplisobem muze
byt stanoveni leukocytarni esterazy ovlivnéno u paci-
entd, ktefi se 1€¢i pro autoimunitni revmatické onemoc-
néni postihujici pohybovy aparat, jako je revmatoidni
artritida, juvenilni revmatoidni artritida nebo ankylozu-
jici spondylitida. Incidence infektu u téchto pacientl je
prokazateln€ vyssi (8, 9, 15). Cipriano provedl v roce
2012 studii na 872 pacientech. V této studii se zaméfil
na stanoveni hranice pozitivniho vysledku cytologic-
kého vysetfeni u pacientll ve skupin€ s autoimunitnim
revmatickym onemocnénim a bez n¢ho. Hranice pozi-
tivniho vysledku cytologického vySetfeni u revmatic-
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kych pacientl byla 3,444 x 10°/ml vzorku a ve skuping
pacientii bez revmatického onemocnéni 3,450 x 10°/ml
vzorku. Nedoslo tedy k ovlivnéni cytologického vyset-
feni v obou skupinach pacientil. Stejné tak diferencidlni
pocet leukocytd byl v obou skupinach srovnatelny (4).
Hladina leukocytarni esterazy je pifimo umeérna poctu
neutrofild obsazenych ve vypotku. Tudiz by i vysledky
leukocytarni esterazy nemély byt revmatickym onemoc-
nénim ovlivnény.

Za zminku stoji také pomémé vysoky pocet fales-
né¢ negativnich vysledkd mikrobiologického vySetieni.
Z 21 ptipadi bakterialni etiologie vypotku byl pozitivni
vysledek mikrobiologického vySetieni pouze ve 13 pii-
padech. Vysledky byly ¢asteéné zkresleny tim, ze 4 pa-
cienti s falesné negativnim vysledkem uzivali v dobé od-
béru Sirokospektra antibiotika. V dalSich 4 pfipadech vsak
pacienti zadna antibiotika neuzivali a pfesto byl vysledek
mikrobiologického vySetfeni negativni. Duvodem by
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