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Analiza periproteticnega punktatav
diagnostiki okuzbe umetnih sklepov

Analysis of periprosthetic aspirate in the
diagnosis of prosthetic joint infection

Dunja Terci¢, Rihard TrebSe

Izvlecek

Izhodis$ca: Nezeleni zapleti pri artroplasti-
ki so asepticno omajanje sklepne proteze
(AOSP) in okuzbe sklepne proteze (OSP).
Ker se ravnanje pri OSP razlikuje od AOSP,
je potrebno zgodnje razlocevanje teh dveh
pojavov. Priporoca se kombinacija razli¢nih
diagnosti¢nih postopkov. Idealno bi bilo po-
staviti diagnozo OSP ali jo izkljuciti Ze v pre-
doperativni fazi.

V tej fazi temelji diagnostika na analizi
obproteticnega punktata, ki zajema kulturo
obproteznega punktata za osamitev povzro-
Citelja okuzbe in citolosko analizo obprote-
znega punktata za razlikovanje med AOSP
in OSP.

Citoloska analiza obproteznega punktata
vkljucuje dolocitev $teviléne koncentracije
levkocitov (Stevilo L) in diferenciacijo levko-
citov iz obarvanega citoloskega sedimenta z
dolocitvijo deleza nevtrofilnih granulocitov
(% Ne). Za oceno rezultatov in za razlikova-
nje med omajanjem proteze od okuzbe pro-
teze sluzijo postavljene mejne vrednosti za
$tevilo L in % Ne, ki se razlikujejo od vredno-
sti za nativne sklepe.

Metode: Citolosko analizo obproteznega
punktata, odvzetega pred operacijo, opra-
vimo v medicinskem laboratoriju pri veci-
ni bolnikov, ob sumu na okuzbo proteze pa
pri vseh. Citolosko analizo obproteznega
punktata, vzetega med operacijo pri menja-
vi proteze, opravimo pri vecini bolnikov, pri
vseh ob odstranitvi proteze zaradi okuzbe in
redko, kadar je povzrocitelj ze znan iz predo-
perativne kulture punktata. Pri tem ne raz-

likujemo bolnikov glede na vrsto umetnega
sklepa.

Citologka analiza obproteznega punktata za-
jema dolocitev Stevila L in % Ne.

Vzorce punktatov, odvzete v epruveto z anti-
koagulantom EDTA, analiziramo v laborato-
riju v1do 2 urah po odvzemu, pri medopera-
tivno odvzetem punktatu pa takoj. Ocenimo
izgled punktata in Stevilo celic z mikrosko-
piranjem na 4o0-kratni povecavi. Vse vzorce
predhodno obdelamo z raztopino hialuroni-
daze. Levkocite prestejemo v komori s pomo-
¢jo reagenta za Stetje L v krvi, % Ne dolo¢imo
z diferenciacijo L iz obarvanega citoloskega
sedimenta pod imerzijo na 1000-kratni po-
vecavi, tako da prestejemo in diferenciramo
najmanj 200 celic.

Zakljucki: Citoloska analiza obproteznega
punktata z dolo¢anjem S§tevila L in % Ne se
je v nasi bolnisnici uveljavila kot dodatna
in ustrezna diagnosticna metoda pri razli-
kovanju OSP od AOSP v predoperativhem
in medoperativnem diagnosticnem po-
stopku ne glede na vrsto sklepne proteze.
Pri tem uporabljamo naslednja citoloska
merila za oceno OSP: $tevilo L >1,7 x10°/L
in % Ne > 65 %.

Obcutljivost metode je za L in% Ne 94 %,
0z. 97 %, specifi¢nost je za L in % Ne 88 %,
0z. 98 %. Zlati standard za dokaz okuzbe in
osamitev povzrocitelja je medoperativna kul-
tura obproteznega tkiva, ki ima obcutljivost
65-94 % in specificnost 97-100 %.

Metoda je hitra, enostavna in s postavljenimi
merili za OSP dovolj natan¢na za razloceva-
nje asepticnega omajanja od okuzbe proteze.
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Ne glede na to, da so bila merila za OSP do-
lo¢ena na podlagi analize sklepne tekocine
kolenskih endoprotez pri bolnikih z gonar-
trozo, ugotavljamo, da so primerni tudi za
ostale sklepne vsadke. Za natan¢nejso dolo-
Citev citoloskih meril, njihove obcutljivosti,
specifi¢nosti, dolocitev negativne napovedne
vrednosti in pozitivne napovedne vrednosti
tudi ob upostevanju vzrokov za primarno
artroplastiko smo zasnovali $tudijo, ki $e po-
teka.

Abstract

Background: Complications during the life
span of an artificial implant in prosthesis
joint implant surgery (arthroplasty) are as-
petic biomechanical loosening (ABL) and
prosthesis joint infection (PJI). Aseptic loos-
ening is the most common cause of pros-
thetic joint failure, followed by infection. It
is important to differentiate between these
two entities because their management dif-
fers. Combination of pre- and peri-operative
diagnostic methods is usefull. It is ideal to
diagnose or exclude PJI preoperatively to fa-
cilitate an appropriate surgical management
and initial choice of systemic antimicrobial
agents. At this point preoperative examina-
tion of a joint aspirate for cell count and dif-
ferential as well as for microbiological culture
is helpfull for differentiating a septic from an
aseptic process. The cut-off values for leuko-
cyte count and differential for diagnosing P]I
are established and differ from those applied
for native joints.

Methods: The pre- and peri-operative cyto-
logical joint aspirate examination comprises

leukocyte count and differential with PMN %
(polimorphonuclear leucocyte).

After synovial aspiration the sample is drawn
into a lavander blood test tube containing
K2EDTA solid anticoagulant. The examina-
tion in the medical laboratory is completed
in 1-2 hours. The gross appearance and a
microscopic examination of the sample un-
der 400 x magnification is sought to assess
the cells present in the sample. All samples
for the cytological examination are first tre-
ated with hyaluronidase solution. The leuko-
cytes are counted in the Neubauer’s counting
chamber using a leukocyte counting solution
(2-3% aq.sol gentiana violet in acetic acid).
The result is expressed in SI units (in 10°/L).
The differential count is made from a stained
smear according to Pappenheim and mini-
mum 200 cells are differentiated. The result is
exspressed as a percentage of PMN and other
types of white blood cells.

Conclusion: Pre- and peri-operative joint
aspirate cytological examination with leuko-
cyte count and differential is a valuable di-
agnostic tool for differentiating a prosthesis
joint infection from an aseptic loosening. We
presume that a reported joint aspirate leuko-
cyte count of > 1.7 x 10°/L and differential of
> 65% PMN have adequate specificity (88%
and 98%) and sensitivity (94% and 97%) for
diagnosing PJI regardless the type of im-
plant. The exact values for these diagnostic
modalities, defining also NPV (negative pre-
dictive value) and PPV (positive predictive
value), will be possible after the completion
of our study.

Uvod

Med najpogostejsimi nezelenimi zapleti
po artroplastiki sta asepti¢cno omajanje skle-
pne proteze (AOSP) in okuzba sklepne prote-
ze (OSP). Kumulativno se ti zapleti razvijejo
v manj kot 10 % primerov in praviloma zah-
tevajo ponovno operacijo.”” Klini¢ni potek
je lahko pri tihih, pocasi potekajocih okuz-
bah s slabo virulentnimi organizmi praktic-
no enak kot pri AOSP."

Pogostost OSP je odvisna od vrste opera-
tivnega posega (vrste sklepa za implantacijo
endoproteze), pogojev za izvedbo operativ-

nega posega ter drugih dejavnikov, kot so
starost bolnika, spremljajoce bolezni, imun-
ski status. Zaradi oboperativne antibioti¢ne
za§cite in nadzora okolja v operacijski dvo-
rani je Stevilo okuzb protez nizko (1-5 % pri
primarnih vsadkih), ve¢jo pogostost najde-
mo pri revizijskih posegih.™?

OSP je resen zaplet tako za bolnika kot za
zdravnika. Zdravljenje je dolgotrajno, drago,
neprijetno za bolnika in povezano s stran-
skimi ucinki. Uspesnost zdravljenja OSP je
odvisna od zgodnje in zanesljive diagnosti-
ke. Ker se ravnanje pri OSP moc¢no razlikuje
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od tistega pri AOSP, je izrednega pomena, da
ze s predoperativno diagnostiko v ¢im vis-
jem odstotku bolnikov lo¢imo med OSP ali
AOSP. S tem si omogoc¢imo izbiro ustreznega
operativnega posega in antibioticnega zdra-
vljenja, kadar je to potrebno.

Diagnostika OSP

Diagnostika OSP je v ve¢ pogledih za-
pletena. Idealne metode, ki bi bila dovolj
specificna in obcutljiva, zaenkrat nimamo,
standardnih klini¢nih in laboratorijskih
meril za diagnosticiranje OSP pa ni. Razlog
za tezavno diagnostiko in tudi za uspesnost
zdravljenja je posebnost mikrobov, da tvori-
jo biofilm na povrsini vsadka, kjer rastejo in
so zas¢iteni pred antimikrobnimi zdravili in
diagnosti¢nimi orodji."*?

Pri diagnostiki OSP se posluzujemo kom-
binacij diagnosti¢nih postopkov, ki jih deli-
mo na predoperativne in medoperativne. V
pomoc¢ so tudi razli¢ne slikovne tehnike in
laboratorijske metode.”** Cilj je dokazati
okuzbo in po moznosti osamiti ali prepo-
znati povzrocitelja ter dolo¢ili njegov antibi-
ogram.

Laboratorijske preiskave

Biokemi¢ne in hematoloske preiskave
krvi ter urinske preiskave v medicinskem la-
boratoriju uporabljamo za oceno zdravstve-
nega stanja bolnika ob sprejemu v bolnisni-
co, za diferencialno diagnostiko bolnikovih
spremljajocih bolezni in za spremljanje bol-
nika po operativnem posegu, zlasti ¢e se po-
javijo zapleti. Vnetni parametri, kot so $tevilo
levkocitov z diferencialno krvno sliko, CRP
(C-reaktivni protein) kot protein akutne faze
ter hitrost sedimentacije eritrocitov (SR) so
dobro poznani, znana je tudi njihova kine-
tika. Za izklju¢evanje OSP so premalo speci-
fi¢ni, vendar so ob izkljucitvi drugih bolezni
in v kombinaciji z drugimi diagnosti¢nimi
metodami lahko ustrezni kazalci mozne
okuzbe.*?

Pri OSP je velikost porasta vnetnih para-
metrov odvisna od jakosti okuzbe in od pov-
zrocitelja ter od splo$nega stanja bolnika in
njegovih spremljajocih bolezni. SR je vecino-
ma pospesena, zvecana je koncentracija CRP,
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prisotna je zmerna levkocitoza (>10 x 10°/L)
z nevtrofilijo ali pa tudi ne. Pri odlozenih
ali t.i. »low grade« okuzbah z nizko virulen-
tnimi mikroorganizmi sta lahko SR in CRP
v mejah normale ali le rahlo povecana, ne
nujno oba hkrati, levkocitoze ponavadi ni,
prisotna pa je lahko nevtrofilija.® Blaga mo-
nocitoza je znacilna za kroni¢na vnetja in se
obicajno pojavi po okrevanju in zdravljenju z
antimikrobnimi zdravili.

CRP je od navedenih parametrov vnetja
najbolj specificen in sluzi predvsem za spre-
mljanje bolnika po operaciji ter za spremlja-
nje ucinka zdravljenja. Sintezo CRP v jetrih
in porast koncentracije v plazmi 6 ur po za-
cetni okuzbi ali poskodbi tkiva sprozijo cito-
kini.” Pri ortopedskih operacijah ima CRP
znacilno amplitudo gibanja, ki je odvisna od
obseznosti in trajanja operativnega posega.®
Pooperativno normalno poraste in doseze
najvisjo vrednost 2. do 3. dan po operaciji.***
Iz nasih izkudenj in rezultatov nasih meritev
koncentracije CRP, ki so podobni rezulta-
tom predhodnih $tudij omenjenih avtorjev,
je maksimalen porast koncentracije CRP pri
primarni protezi kolka pri ve¢ini bolnikov 3.
pooperativni dan, pri primarni protezi ko-
lena pa pri vecini bolnikov 2. pooperativni
dan.”'° Znacilno vecje so koncentracije CRP
pri kolenskih protezah in dosezejo v neka-
terih primerih tudi 250-300 mg/L. Vzrok je
vedja poskodba tkiva in zahtevnejsi poseg pri
vstavitvi kolenske proteze. Podobne rezultate
navaja tudi White s sod.” Ob odsotnosti za-
pletov za¢ne koncentracija CRP upadati 3. do
4. pooperativni dan, hitro upada v prvem te-
dnu in se nato postopno normalizira v nasle-
dnjih nekaj tednih."*'**>!* Prj zapletih, kot
so obsezni hematomi, pooperativne okuzbe
rane, sistemske okuzbe in tromboza, ostaja
koncentracija CRP zvecana ali pa ugotovimo
ponoven porast po predhodnem zniZanju.®
Zato je doloc¢anje CRP po operaciji upora-
ben parameter za ugotavljanje pooperativnih
okuzb in ostalih zapletov.>*'*

Pospesena SR je nespecificen parameter
vnetja. Odvisna je od starosti, spola, oblike in
velikosti eritrocitov, hematokrita, prisotnosti
povecane koncentracije imunoglobulinov v
plazmi (zlasti monoklonalnih), ki niso reak-
tanti akutne faze, in imunskih kompleksov.*®
Po operaciji SR postopoma narasca in po-
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¢asneje upada kot CRP, tako da ostaja rahlo
pospesena tudi potem, ko se CRP Ze norma-
lizira.11)13’l4’16_19

Prokalcitonin (PCT) je oznacevalec bakte-
rijskega, glivicnega vnetja in infestacije s pa-
raziti ter aktivacije vnetnega odgovora zaradi
razsiritve okuzbe-sepse ali pa razvoja vecor-
ganske odpovedi. Plazemska koncentracija je
normalno zelo nizka (<o,5 ug/L), pri hudih
okuzbah poraste na >10-1000 pg/L. Upora-
ben je pri diagnostiki sepse in predvsem za
spremljanje antimikrobnega zdravljenja pri
hudih okuzbah.?

Mikrobioloska diagnostika

Mikrobioloska kultura obproteznega
punktata je Se vedno standardna diagno-
sticna metoda za osamitev povzrocitelja
okuzbe v predoperativni fazi, s katero doka-
zemo okuzbo v 45-100%, vendar ima svoje
pomanjkljivosti.>* Na rezultat iz mikrobi-
oloskega laboratorija cakamo vsaj 24 ur, pri
slabo rastocih organizmih pa lahko celo 14
dni. Kulture so lahko negativne zaradi pred-
hodnega antibioti¢nega zdravljenja ali pre-
majhnega Stevila bakterij, ki se pretezno za-
drzujejo in rastejo v biofilmu, ki ga ustvarijo

Tabela 1: Diferencialna merila za ST pri nativnih sklepih.

Volumen (mL)

Izgled

St.L 10%/L
% Ne

Kristali

Kultura

Asoc. bolezen

na protezi in jih z vzoréenjem ne zajamemo
zaradi neustreznega transportnega medija
(anaerobi), gojis¢, prisotnosti mikobakterij,
ki ne rastejo v obicajnih gojis¢ih, in drugih
neznanih vzrokov."*?

Mikrobioloska kultura obproteznega
tkiva, odvzetega med operacijo, je uspesna
V 65-94 % primerov. Tkivna biopsija je naj-
ustreznejsi vzorec za osamitev povzrocitelja
okuzbe. Lazno negativno kulturo lahko dobi-
mo zaradi predhodnega antibioti¢nega zdra-
vljenja in uvedbe antimikrobne zascite pred
odvzemom medoperativnih vzorcev."**

Sonikacija potencialno okuzenih vsad-
kov za osamitev in identifikacijo mikrobov
iz biofilma® in molekularne metode, npr. za
odkrivanje bakterijske 16S ribosomske DNA
s PCR,’ postajajo vse pomembnej$e in bodo
najverjetneje kmalu med standardnimi orod-
ji za lo¢evanje med OSP in AOSP.

Za hitro razlikovanje asepti¢cnega omaja-
nja od okuzbe proteze se je v nasi bolnisni-
ci uveljavila citoloska analiza obproteznega
punktata z dolo¢anjem $tevila levkocitov (L)
v punktatu in % Ne iz obarvanega citoloske-
ga sedimenta. Za oceno rezultatov analize
uporabljamo objavljena merila (mejne vre-

<35

bistra,
svetlo rumena

<0,2
<25

ne

neg

bistra, rumena

<3
<25

ne

neg

osteoartritis,
osteohondritis,
nevroatropatije

do 80

motna, mleéna

3-50
>70

da/ne

neg

kristalni sinovitis

(protin, psevdoprotin)

RA, SLE itd.

Punktati se predstavljajo z razli¢nimi barvami, ocena barve je subjektivna.
“* Septi¢ni artritis in kristalni sinovitis se lahko pojavita hkrati. 2
*** Kultura pri septi¢nem izlivu je lahko po navedbah avtorjev razli¢no obcutljiva. %2728
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>35

gnojna,motna,
*rumenorjava,

>35

motna, krvava

zelenorumena, .
) rdecerjava
sivorumena,
mlecna
>50 <2
>90 <50
ne /da** ne
pOZ Fedeke
(bakterije,glive, neg

mikobakterije)

septicni artritis
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dnosti, »cutoff«) za OSP.>?*! Citolosko anali-
zo punktata izvajamo predoperativno in tudi
pri medoperativni diagnostiki v kombinaciji
s kulturo in histopatolosko analizo obprote-
znega tkiva.

Analiza sinovialne tekocCine
prinativnih sklepih

Analiza sinovialne teko¢ine (ST) nativnih
sklepov je uporabna v diferencialni diagno-
stiki bolezni sklepov.

Rutinska analiza ST zajema oceno izgle-
da, viskoznosti, mikroskopski pregled na-
tivnega vzorca glede prisotnosti kristalov
ob uporabi polarizatorja, citoloski pregled
(8tevilo levkocitov in diferenciacija levkoci-
tov iz obarvanega citoloskega sedimenta) ter
mikrobiolosko kulturo za osamitev povzro-
Citelja okuzbe ob sumu na septi¢ni izliv. Ne-
katere biokemic¢ne preiskave (glukoza, laktat,
LDH, sec¢na kislina) nimajo vecjega diagno-
sticnega pomena, dolocanje citokinov, meta-
loproteinaze 3 in drugi specialni testi v ST so
omejeni na specializirane imunologke labo-
ratorije.*>*>?**

Merila za razvrSéanje bolezni
sklepov na podlagi analize ST

Na podlagi rezultatov analize ST, ki se
opirajo na volumen in izgled punktata, $te-
vilo levkocitov, % Ne ter na prisotnost krista-
lov in prisotnost bakterij (kultura punktata),
razvr$¢amo izlive v nevnetne, vnetne, septic-
ne in hemoragi¢ne.>**%*

IZVIRNI CLANEK/ORIGINAL ARTICLE

Merila za vrednotenje OSP

Pri sklepih z vstavljeno protezo merila
za nativne sklepe niso uporabna. Za sklepe
z vstavljeno protezo so objavljena citoloska
merila, po katerih ocenjujemo, ali gre za
omajanje ali za okuzbo proteze in so bistveno
nizja kot merila za septi¢ni artritis nativnega
Sklepa.1,3,4)21,29

Optimalna citoloska merila za izkljucitev
OSP so avtorji v nekaj $tudijah postavili na
podlagi dolocitve $tevila L in % Ne iz obpro-
teznega punktata, odvzetega pred operacijo.

Omeniti velja, da so v raziskave pogosto
zajeli samo bolnike z artrozo, ki so jim vsta-
vili kolenske endoproteze, medtem ko so
bili bolniki z vnetnimi boleznimi sklepov (s
kristali povzroceni sinovitis, RA, psoriati¢-
ni artritis, SLE in druge bolezni vezivnega
tkiva) izklju¢eni.”>>*' Pri vnetnih boleznih
sklepov imajo bolniki namre¢ ze primarno
zvecano $tevilo L in % Ne.»?’

Malo je primerov ugotavljanja mejnih
vrednosti za okuzbo kol¢ne in drugih protez,
tako predoperativno kot medoperativno.

Odvzem obproteznega punktata
v predoperativni fazi

Artrocenteza se opravi pod sterilnimi po-
goji s spinalno iglo 18 G in brizgo volumna 10
mL. Pri sklepih, pri katerih je pristop tezji, se
punkcija izvede vodeno s pomocjo slikovnih
metod.

o Za citolosko analizo punktata je potreb-
no prenesti punktat iz brizge v epruveto

s suhim antikoagulantom EDTA vijolica-

ste barve (BD). S suhim antikoagulantom

preprec¢imo razredcitev vzorca in koagu-

Tabela 2: Merila za oceno rezultatov analize obproteznega punktata pri okuzbi proteze in
primerjava s kulturo predoperativnega punktata ter medoperativno kulturo obproteznega

tkiva.32!

Stevilo levkocitov (10%/L) >1,7

% nevtrofilnih granulocitov > 65
Kultura predop. punktata

Kultura medop. tkiva

Zdrav Vestn Supl | Analiza periproteti¢nega punktata v diagnostiki okuzbe umetnih sklepov

97 98
45-100 88-100
65-94 97-100
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lacijo vzorca, s ¢imer se izognemo napa-
kam pri $tetju L.

o Za mikrobiolosko kulturo prenesemo
punktat iz brizge v prenosno gojisce
(Port-A-cul, BD) ali v pediatri¢no ste-
klenico za hemokulturo. Transportno
gojis¢e omogoca ohranjanje vitalnosti
mikroorganizmov med prenosom v dru-
gi laboratorij. Primerno je za anaerobne,
fakultativne in aerobne mikroorganizme.
Mikroorganizmi se v tem okolju na sob-
ni temperaturi ohranijo do 72 ur. Steril-
ne epruvete so manj primerne v primeru
anaerobov (takoj$en prenos).

o Za kulturo na mikobakterije, ob sumu na
okuzbo z BK, prenesemo punktat iz bri-
zge v epruveto z antikoagulantom Li-he-
parinat zelene barve ali Na-citrat 0,129 M
¢rne barve (BD).

o Pri suhi punkciji se vbrizga fizioloska
raztopina, ki se ponovno aspirira. V tem
primeru vzorec ni primeren za citolosko
analizo zaradi razred¢itve, pogojno za
kulturo. Primes kontrasta lahko moti rast
bakterij na gojiscu.

Odvzem obproteznega
punktata med operacijo

Po standardni pripravi operativnega po-
lja najprej izvedemo operativni pristop na
prizadetem sklepu in izprepariramo psevdo-
kapsulo. Pois¢emo podrocje stika obreme-
nilnih povrsin, ker je tam obicajno najvecja
verjetnost, da pridemo do sklepne tekocine.
Sledi izpiranje in skrbna hemostaza. Z debe-
lejso iglo punktiramo psevdosklep in v bri-
zgo aspiriramo tekocino. Le v izjemno red-
kih primerih tekocine ne uspemo posesati ali
paje ni.

Izgled vzorca

Pri aspiriranju tekocine zdravnik oceni
koli¢ino in izgled punktata: motnost, barvo,
prisotnost gnoja.

Med operacijo oceni izgled okolnega
mehkega tkiva.

Izgled punktata ocenimo tudi v laborato-
riju. Ocena je subjektivna.

Vzorci obproteznega punktata imajo lah-
ko zelo razlicen izgled (Slika 1).

Pri omajanju proteze so lahko vzorci bi-
stri s primerno rumenkasto barvo, lahko so
rahlo motni ali bolj ali manj krvavi. Pri neka-
terih vzorcih Ze s prostim ocesom opazimo
obrabne delce, ki smo jih aspirirali iz sklepa
po vbrizganju fizioloske raztopine ali kontra-
sta. Nekateri vzorci so temnosivi, »kovinski,
vidimo ko$cke kovine. Taki vzorci so znacilni
za pojav metaloze.

Gnojni vzorci so ponavadi motni, gosti,
prepleteni s fibrinom, kepasti, so lahko mlec-
ni ali obarvani v razli¢nih odtenkih, npr. ze-
lenkastorumeno ali zelenkastosivo. Nekateri
imajo znacilen neprijeten vonj (Moraxella
Morgani).

Izgled in barva lahko zavajata, predvsem
pri vzorcih, ki izgledajo gnojni. Punktat je
lahko mlecen in rumenkastosive barve s pri-
sotnimi kosmici in delci tkiva, kosti, proteze
ali cementa.

Drugi vzorci so lahko belkasti, mle¢ni. V
tem primeru lahko posumimo na prisotnost
mikobakterij. Obicajna kultura je negativna,
lahko osamimo BK.

Citoloska analiza
obproteznega punktata

Citolosko analizo je potrebno opraviti
¢imprej, v 1 uri, najkasneje pa v 2 urah po
odvzemu.

Punktat pred analizo premes$amo, najbo-
lje na mesalu za epruvete.

Mikroskopski pregled
nativnegavzorca

Sluzi za oceno $tevila celic ter za oceno in
diferenciranje vzorcev, ki se predstavljajo kot
gnojni.

Kapljo premesanega nativnega punkta-
ta kanemo na objektno steklo, pokrijemo
s krovnim stekelcem in mikroskopiramo
pod go0-kratno povecavo. Ocenimo §tevilo
celic tako, da pregledamo vsaj 10 polj pre-
parata. Oceno podamo opisno (na primer
2-6L/400%;> 50 L izrazimo kot Stevilni ali
zelo $tevilni).

Pri kol¢nih protezah s kovinsko-kovin-
skim obremenilnim sklopom ali kadar je iz
kaksnega drugega razloga prislo do trenja
med dvema kovinama, v tkivih pogosto opa-

Zdrav Vestn Supl | December 2009 | Letnik 78



Slika 1: Primer
obproteznega
punktata.

zimo v nativnhem preparatu punktata tvorbe,
ki niso celice, debri (obrabni delci, delci ce-
menta, mascobne kaplje), ki dajejo vzorcu
gnojen izgled; prisotni so razpadli levkociti.
Kultura takega punktata je ponavadi negativ-
na, negativna je tudi kultura obproteznega
tkiva, vzetega ob menjavi, histopatoloski iz-
vid tkiva je negativen na nevtrofilne granulo-

cite. Take primere imenujemo psevdookuz-
be.*®

Stetje Levkocitov v komorici

Vsak vzorec punktata obdelamo z razto-
pino hialuronidaze v fosfatnem pufru (tip 1,
Sigma), tako da 1 mL premesanega punkta-
ta dodamo 1 kapljo raztopine hialuronidaze
(25uL). Vzorec premeSamo in pustimo na
sobni temperaturi 5-10 min. Tako pripra-
vljen obdelani vzorec (vzorec H) uporabimo
za Stetje L v Neubauerjevi komorici. Nacin
Stetja je enak kot pri Stetju L v krvnih vzor-
Cih.31’32

Vzorec H (25 pL) prenesemo v komercial-
ni reagent za $tetje L (475 puL raztopine genti-
ana violet v ocetni kislini, Tiirkova raztopina;
Kemika Zagreb). Prestejemo vse L v 4 velikih
kvadratih komorice, pri ra¢unu upostevamo
razredCitev vzorca in dimenzije komorice
(ra¢un: presteti L na 4 mm?*20). Steviléno
koncentracijo L izrazimo v SI enotah 10°/L.
Delamo v dvojniku, pri ¢emer se Stevilo L
v dveh Stetjih ne sme razlikovati za ve¢ kot
20 %.

IZVIRNI CLANEK/ORIGINAL ARTICLE

Gnojnih in kepastih vzorcev ter vzorcev z
mo¢nim debri-jem ne moremo pripraviti za
Stetje L, ker jih je nemogoce zajeti s kapalko.
V takih primerih naredimo razmaze iz cito-
loskega sedimenta za diferenciacijo celic. Re-
zultat podamo v % Ne z opisno oceno izgleda
vzorca in §tevila celic. Tekoce gnojne vzorce
z visokim $tevilom celic obdelamo z raztopi-
no hialuronidaze, kot je opisano zgoraj, nato
jih red¢imo s fiziolosko raztopino v razmer-
ju 1:10 in postopamo, kot je opisano za Stetje
L. Razred¢itev vzorca s fiziolosko raztopino
upo$tevamo v izra¢unu.

Diferenciacija levkocitov
iz obarvanega citoloskega
sedimenta (% Ne)

S hialuronidazo obdelani vzorec punktata
(vzorec H) centrifugiramo pri 500g/20 min;
vzorcev z visokim Stevilom levkocitov ni
potrebno centrifugirati. Citoloski sediment
lahko pripravimo s pomocjo citocentrifuge,
kar je priporocljivo, da ne poskodujemo ce-
lic. Pripravimo 3 tanke razmaze, ki jih obar-
vamo po Pappenheimu (May Grunwald/Gi-
emsa, Merck). Diferenciramo levkocite pod
imerzijo v vseh treh preparatih, tako da pre-
$tejemo in diferenciramo najmanj 200 celic,
ponavadi 500. Stevilo posameznih levkocitov
izrazimo v %.

Opisemo posebnosti, kot na primer v ma-
krofagih prisotne fagocitirane delce ali celi-
ce, prisotnost razpadlih celic. Pri metalozah
obicajno opazimo v makrofagih in/ali v pre-
paratu temno vijoli¢ne pike ali kristale. Pri
gnojnih vzorcih lahko vidimo tudi bakterije,
zlasti streptokoke v verizici in stafilokoke.

Krvavi vzorci

Periferna kri, prisotna v punktatu zaradi
punkcije ali po vsrkanju znotrajsklepnega
hematoma, vpliva na rezultat $tevila levkoci-
tov in % Ne, zlasti pri mejnih vrednostih gle-
de na merila za OSP. Priporoca se korekcija
rezultata za Stevilo L in absolutnega $tevila
Ne zaradi prisotne periferne krvi v mo¢no
krvavih punktatih po obrazcu: >

L (perif) = (L kri/E kri) x E punktat

L: levkociti v 10°/L; E: eritrociti v 10*/L

L (prava) = L (presteti) — L (perif)
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Za izracun potrebujemo hematologki iz-
vid bolnika s $tevilom L in E, narejen isti dan
kot artrocenteza sklepa ali dan pred opera-
cijo.

Stevilo eritrocitov dolo¢imo iz vzorca H s
Stetjem v komorici ali na hematoloskem stev-
cu. Za $tetje v Neubauerjevi komorici prene-
semo 25 pL vzorca H v 475 L fizioloske raz-
topine in preStejemo eritrocite na povrsini
0,2mm” (5 najmanj$ih kvadratkov). Pri tem
razredcenju je racun za eritrocite naslednji:
presteti E/1000 v 10'%/L. Delamo v dvojni-
ku.20,21

Vzorci punktatov najveckrat niso homo-
geni, vsebujejo kosmice in koagule, ki lahko
zamasijo obcutljive dele naprave, zato mo-
ramo biti pri upravljanju s takimi vzorci na
napravi pazljivi oziroma se Stetju na napra-
vi raje izogibamo. Poleg tega pa Stetje celic
v napravi motijo artefakti v vzorcu punktata.
V koagulih se zadrzujejo tako levkociti kot
eritrociti.

Stevilo L v krvi se lahko hitro spreminja
in je podvrzeno dnevnemu ritmu. Za opti-
malno izvedbo korekcije bi bilo v primerih
travmati¢ne punkcije pravilno dolo¢iti krvno
sliko bolnika tik pred artrocentezo oz. pred
operacijo, kar najveckrat ni izvedljivo.

Zakljucek

Pri sumu na okuzbo je kultiviranje mi-
kroorganizmov $e vedno najpomembnejsa
diagnosti¢cna metoda, ki pa je lahko tako
lazno pozitivna kot tudi lazno negativna. V
teh primerih je citoloska preiskava sklepnega
puntktata nenadomestljiva. Stevilo levkoci-
tov in % nevtrofilnih granulocitov v predope-
rativnem in medoperativnem obproteznem
punktatu je ob postavljenih mejnih vredno-
stih hitra, enostavna in dovolj ob¢utljiva me-
toda za razlikovanje asepticnega omajanja
proteze od okuzbe. V mnogih primerih, ko
je klini¢na slika sumljiva za okuzbo, ki pa
je za laboratorijskimi testi in kultivacijo ne
moremo potrditi ali izkljuciti, se na podla-
gi citoloske analize medoperativno odvzete
sklepne tekoc¢ine odlo¢imo za odstranitev ali
zamenjavo endoproteze ali drugega kostnega
vsadka.

Merila so sicer razvili pri bolnikih z ume-
tnim kolenom po artrozi, vendar menimo,

da lahko posplosimo mejne vrednosti tudi
na druge umetne sklepe, ¢e so bili vstavljeni
zaradi nevnetnega dogajanja, torej artroze.
Mejne vrednosti za te sklepe $e preucujemo.

Pri vnetnih boleznih sklepov, za katere
velja, da je prisotno vecje $tevilo L in vecji %
Ne v sinovialni teko¢ini pred primarno vsta-
vitvijo umetnega sklepa, omenjena merila
morda nimajo iste specifi¢nosti in obcutlji-
vosti kot pri nevnetnih.
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