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Vyznam stanoveni alfa-defenzinu (DEFa1)
ve vypotku u pacientu s kloubni nahradou

The importance of alpha-defensin (DEFa1) determination
in synovial fluid in patiens with joint replacement.
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SOUHRN

Casnosti neexistuje jediny samostatny test, ktery by byl povazovan za zlaty standard a byl dostate¢né spolehlivy a pfesny s odpovidajici senziti-
vitou a specificitou, vyzadovana je kombinace vice vySetiovacich postupii. Uéelem tohoto ¢lanku je posoudit sou¢asné poznatky o uZite¢nosti
biomarkerti stanovovanych v krvi a synovialni tekuting, které by mohly pomoci pii diagnostice infekce kloubni nahrady se zaméfenim na
synovialni alfa-defenzin.
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SUMMARY

Joint replacement infections are considered to be one of the most serious complications in endoprosthesis. The diagnosis of these infections is
challenging. There is no individual gold-standard test that has robust sensitivity and specificity, and a combination of investigations is required.
The purpose of this article is to review the current evidence on the utility of blood and synovial fluid biomarkers to help aid in the diagnosis of
joint replacement infection with focusing on synovial fluid alpha-defensin.
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Uvod

Zavedenti totalni kloubni nahrady (TEP — total endo-
prosthesis) je velmi Gspé$ny a Siroce pfijimany standard
péce v terapii t€zkého degenerativniho postizeni kloubt.
Avsak infekce kolem téchto implantatii — periprotetické
kloubni infekce (PJI — periprosthetic joint infection) pred-
stavuji zavaznou komplikaci téchto zakroktl. Diagnostika
téchto infekci miize byt Casto slozitd. PouZiti ndkladnych
zobrazovacich technik neni pro diagnostiku PJI ptilis pfi-
nosné. Zakladnim vySetfenim je odbér kloubni tekutiny
(synovialni tekutina) — tzv. punktat. Kultivace synovialni
tekutiny s pozitivnim vysledkem miize diagnostikovat
PJI, negativni vysledek ji v§ak nevylouci. 1zolace mik-
roorganismu, které jsou soucasti bézné kozni mikroflory
(koagulaza negativni stafylokoky, Propionibacterium
acnes aj.), mize také zkomplikovat rozhodovani o pfi-
tomnosti infekce. Vétsina infekci kloubnich nahrad je
zpusobena gram pozitivnimi koky, z nichz asi 50-60 %
tvofi stafylokoky, pfi¢emz hlavnim pivodcem infek-
ci je Staphylococcus aureus. Z dat Narodniho registru
kloubnich néhrad vyplyva, Ze se roéné v Ceské republice
implantuje pfiblizné 20 000 nahrad kycle a 16 000 en-
doprotéz kolene. V soucasnosti predstavuji tyto revizni
operace, jak celosvetove, tak i unas, az 20 % z celkového
poctu implantovanych endoprotéz. Z dostupnych labora-
tornich testl nebyl zadny vyvinut specialné pro diagnosti-
ku PJI. Vedou se diskuse ohledn¢ optimalnich prahovych
hodnot a vhodné kombinace testti. Souc¢asné laboratorni
testy vyuzivané v diagnostice PJI s jejich vyhodami i po-
tencionalnimi nedostatky uvadi tab. 1, dale je prezento-
vana souhrnnd senzitivita a specificita jednotlivych me-
tod vychézejici z hodnot ziskanych z odborné literatury;
viz tab. 2 (1-4).

Defenziny

Defenziny tvofi soucast ptirozené imunity. Jedna se
o peptidy s vyraznou antimikrobialni, antifungalni i antivi-
rovou aktivitou. Jsou i¢inné proti gram negativnim i gram
pozitivnim bakteriim véetné mykobakterii, patogennim
houbdm i virim — obalenym i neobalenym. Defenziny maji
takéi¢inek imunomodulacni, plisobi jako chemoatraktan-
ty pro monocyty/makrofagy, neutrofily, dendritické butiky
1T lymfocyty. Jejich exprese je regulovana prozanétlivymi
cytokiny IL-6, IL-1B, TNF-a, pficemz o IL-6, IL-1p je
zndmo, ze se zvysuji v kontextu infekce kloubni nahrady.
Nachazeji se v rostlinach, u bezobratlych 1 obratlovci. Jsou
to malé, pozitivné nabité, amfipatické peptidy o velikosti
4-5 kDa, bohaté na arginin a cystein. Typicky zaujimaji
konformaci beta listll, ktera je stabilizovana 3 konzervova-
nymi disulfidickymi muistky. Na zakladg struktury a uspo-
radani disulfidickych mustki je mizeme délit na alfa, beta
a théta defenziny (a, B, 0).

Defenziny o (DEFA) jsou nejhojnéji exprimovany v po-
lymorfonuklearnich leukocytech a ve sliznici intestinélni-
ho traktu. V soucasnosti je u lidi popsano 6 a-defenzint,
které mohou byt déleny na myeloidni (DEFA1-4) a intes-
tinalni (DEFA5-6). DEFA1-3, v mensi mite DEFA4, jsou
hlavnimi slozkami azurofilnich granul neutrofilt, kde tvori
asi polovinu vSech pfitomnych proteint a jejich koncen-
trace je odhadovana na vice nez 10 mg/ml. DEFAS a 6
jsou produkovany specializovanymi epitelidlnimi buiikami
sliznice tenkého stieva — Panethovymi bunkami, které se
nachazeji v Lieberkithnovych kryptach a hraji roli v lokélni
obran¢ stfeva vici mikrobim.

Defenziny 3 jsou produkovany vSemi epitelialnimi bun-
kami, nejhojnéji pak témi, které jsou v kontaktu s vn&j$im
prostifedim, a dale nékterymi leukocyty.
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Tab. 1: Vyhody a nevyhody jednotlivych laboratornich testii pouzivanych k diagnostice infekce kloubni nahrady (PJI)

Diagnosticka Zkrat- | Vyhoda Nevyhoda Komentar
metoda ka
C - reaktivni protein CRP « Pomahd v pfedoperacni » Hodnoty CRP byvaji zvysené poopera¢né | - Hladiny CRP v synovidlni
diagnostice 3-8 tydnu a také v dUsledku soucasné tekutiné se zdaji byt pro
« Rychly a finan¢né vyhodn pfitomnosti dalSich zanétlivych stavi diagnostiku PJI presnégjsi
« Lze stanovit v séru - P¥i infekci nizce virulentnimi organizmy | « Neni vSeobecna shoda ve
jsou casto hladiny CRP v normé, v séru stanovenych prahovych
i synovialni tekuting, a poskytuji falesné hodnotach CRP
negativni vysledky « Protein produkovany
+ Prahové hodnoty se lisi u akutnich hepatocyty
a chronickych infekci
Sedimentace FW « Rychly a finan¢né vyhodny « Zvy$ené hodnoty FW mohou pretrvéavat
erytrocytd - Stanovovano z krve nékolik tydnd po operaci, nékdy i déle, a
to v dusledku fady pficin
« Variabilita prahovych hodnot
Pocet leukocytt WBC - Uzite¢ny parametr pro - Zanétlivé stavy, imunosuprese ¢i podani | « Stanovovano v séru ¢i
monitorovani rozsahu infekce antibiotik mUze ovlivnit vysledek synovialni tekutiné
« Rychly a finan¢né vyhodny « Pri infekci mensiho rozsahu nema test
takovou diagnostickou vahu
« Variabilita prahovych hodnot
Procento PMN « Rychly a finan¢né vyhodny « Zénétliva artropatie a podani antibiotik
polymorfonuklearnich muze ovlivnit vysledek
leukocytl v punktatu « Variabilita prahovych hodnot
Mikrobiologicka « Konecna diagnostickd metoda | « Uzivani antibiotik mGze vyrazné « Pozitivni kultiva¢ni test
kultivace snizit sensitivitu testu a vést k falesné predoperacné odebrané
negativnimu vysledku synovialni tekutiny
« Kultivace nizce patogenniho organismu je bran za kone¢né
muze vést k diagnostickym rozpakdm rozhodovaci kritérium
» Nékteré druhy potrebuji ke své kultivaci | - Kultivaci kloubni tekutiny
specialni zivné pudy a inkubacni ¢i tkdnové suspenze
podminky v hemokultiva¢nich
« V pfitomnosti mikrobialniho biofilmu lahvickach je dosazeno
vychdazi kultivace casto falesné negativni vyssi senzitivity, a také
- Delsi ¢asovy odstup vysledku vysetieni zkraceni doby odezvy,
(7-14 dni) identifikace patogenu je
mozna do 24h
Histopatologické « VlySetieni muze pfi splnéni + Vysledek dostupny az pooperacné
vysetfeni kritérii MSIS celkem spolehlivé
periprotetické tkané urcit infekci
Leukocytarni esterdza | LE - Test poskytuje okamzity « Interpretace vysledku je subjektivni « Pfesnost testovani neni
vysledek + Kontaminace synovidlni tekutiny krvi odstfedénim ovlivnéna
« Lze snadno méfit pomoci zkresluje vysledek vysetfeni, dochazi ke | - Vzdjemné souvisi s PMN
kolorimetrickych testa¢nich zvyseni stupné zabarveni, a to mdze vést | « Enzym, hojné se
prouzkd k falesné pozitivni interpretaci testu, je vyskytujici v neutrofilech,
- Finan¢né vyhodny tieba pfipadna centrifugace vzorku je uvolfiovan po jejich
rozpadu
Molekularni metody PCR - Detekce patogenu i pfi jeho + Obtiznd standardizace a problematicka « Vyuziti spiSe jako
nizké koncentraci interpretace doplrikového testu pro
« Rychlé provedeni « Vlysoce citlivé metody, kontaminace diagnostiku PJI
vzorku synovialni tekutiny mdze vést k
falesné pozitivnimu vysledku
Interleukin-6 IL-6 « Hladiny se vraceji k « Variabilita meznich hodnot a « IL-6 produkovan
normalu béhem 2-3 dnii po nedostate¢na konzistence vysledkd aktivovanymi monocyty/
nekomplikované artroplastice makrofagy aj.
« Lze hodnotit v séru
Prokalcitonin PCT + Dobry biomarker systémové « Stanoveni hladiny PCT v séru neni idedIni | + Mozny diagnosticky
infekce pro diagnostiku PJI, nizkd senzitivita pfinos pfi stanoveni
+ Lze hodnotit v séru testu je limitujici pro klinické vyuziti v synovidlni tekutiné
Molekula CD64 CD64 | + Dobry biomarker systémové + Je tfeba vice studii pro zhodnoceni + Molekula CD64 je
infekce uplatnéni tohoto biomarkeru v exprimovana na
« Uzite¢ny biomarker diagnostice PJI neutrofilech po jejich
muskuloskeletéInich infekci aktivaci vlivem bakterialni
+ Lze hodnotit v séru infekce
« S mirou zavaznosti
infekce vzrlistda mnozstvi
exprimovanych molekul
+ CD64 je vysoce afinni
receptor pro IgG (FcyRI)
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Tab. 2: Prehled souhrnné senzitivity a specificity jednotlivych laboratornich testit pouzivanych v diagnostice infekce kloubni nahrady

Diagnosticka metoda Senzitivita v séru/krvi | Specificita vséru/krvi | Senzitivita v punktatu | Specificita v punktatu
C - reaktivni protein 85 % 78 % 88 % 90 %
Sedimentace erytrocytl 82% 74 %

Pocet leukocytl 45 % 87 % 88 % 91 %
Mikrobiologicka kultivace 67 % 96 %
NS

Leukocytarni esteraza 75 % 91 %
Molekuldrni metody 59 % 96 %
Interleukin-6 75 % 89 % 76 % 92 %
Prokalcitonin 44 % 96 % 87 % 94 %
Molekula CD64 70 % 62 %

Defenziny 0 byly popsany pouze u opic. U lidi k je-
jich produkei nedochézi. Nicméné lidské 0 defenziny byly
vyrobeny synteticky in vitro a pojmenovany retrocykliny.
Maji vyraznou antivirovou aktivitu, Gspé$né zabranuji
vstupu virovych ¢astic do hostitelské buiiky a chrani tak
bunky pred infekei napt. virem HIV-1.

Defenziny mohou byt sekretovany a piitomny v cirkula-
ci, kde pfi styku s extracelularnimi bakteriemi tvoii shluky
¢i jakési kobercové pasy, které mikroba obklopi a znici,
nebo v piipad¢ fagocytozy jsou uvolilovany z granul do
fagolysozomu, kde uvniti téchto Utvard dochazi k lyze
a usmrceni patogenu.

Defenziny plsobi piimym destrukénim G¢inkem na
bakteridlni membranu. Amfipatickd struktura a pozitivni
naboj jim umoziuji adsorpci k bunééné sténé bakterii, je-
jichz cytoplazmatické membrany obsahuji mnoho anion-
tovych molekul, diky nimz maji negativni naboj. Nasledné
dochazi k internalizaci defenzinti do fosfolipidové mem-
brany a tvorb¢€ port ustici v lyzu bakterialni bunky. Sav¢i
bunky jsou proti ptisobeni defenzini pfirozené chranény
diky neutralnimu néaboji fosfolipidovych membran a pfi-
tomnosti cholesterolu. Navic maji defenziny v antimikro-
bicidnich koncentracich nizkou Groven cytotoxicity pro
normalni bunky. Problém nastava, pokud bakterie vytvori
biofilm, ktery je pozitivné nabity, a tedy téméf nepronik-
nutelny pro kladné nabité defenzinové peptidy. Patogeny,
které kolonizuji mista, kde mohou byt defenziny piitomny
ve vysokych koncentracich, si vyvinuly tnikové mecha-
nismy, které je chrani ptred jejich antibakterialnimi ti¢in-
ky. Gram pozitivni bakterie (napt. Staphylococcus aureus)

mohou modifikovat svoji membranu tak, aby se sniZil jeji
negativni naboj a tim poklesla atraktivita bakterie pro po-
zitivné nabité defenziny (5).

Diagnostika infekce kloubni ndhrady

V roce 2011 byla standardizovéana kritéria diagnosti-
ky infekce TEP Myoskeletalni spolecnosti pro infekei
(MSIS — Musculoskeletal Infection Society), ktera pak
byla mirn¢ upravena v roce 2013 mezinarodni konsenzu-
alni skupinou. Tato upravena kritéria jsou v souc¢asnosti
celosvétove prijimana. Na zakladé téchto doporuceni by
méla byt diagnostikovana infekce kloubni nahrady, pokud
je splnéno jedno ze dvou ,,hlavnich kritérii nebo tfi z péti
,,malych kritérii* (viz tab. 3).

V roce 2018 byla uvetejnéna nova doporuceni, zahr-
nujici novéjsi diagnostické biomarkery, které je vhodné
pouzit jako pomocné pfi nejasné diagnostice PJI, mimo
jiné také stanoveni alfa-defenzinu v kloubnim vypotku.
Tato doporugeni byla akceptovana také Ceskou spolecnosti
pro ortopedii a traumatologii pohybového tstroji (CSOT).

Synovialni alfa-defenzin a jeho vyuziti
v diagndze infekce kloubni ndhrady

V diagnostice kloubnich infekei se neuplatituje jen jeden
hodnotici parametr, ale je tieba jich posuzovat vice. Sprav-
na diagnodza pacientd s infekci vyzaduje test s vysokou
senzitivitou i specificitou. Na scénu pfichdzi novy slibny
synovialni biomarker — alfa-defenzin. Jak jiz bylo fec¢eno

Tab. 3: Doporuceni pro diagnostiku infekce kloubni nahrady dle aktualizovanych kritérii Myoskeletalni spolecnosti pro infekci (MSIS)

MSIS kritéria diagnostiky infekce TEP

1 hlavni kritérium

Pritomnost pistéle komunikujici s endoprotézou

Izolace patogenu alespon ze 2 tkanovych vzorkd ¢i punktatt ziskanych z okoli postizené kloubni nahrady

Min. 3 mensi kritéria

Akutni PJI (<90 dni) Chronicka PJI (>90 dni)
Elevace C-reaktivniho proteinu (CRP) a FW préh neuréen FW >30 mm/h
sedimentace erytrocytd (FW) v séru CRP >100 mg/I CRP >10 mg/I
Elevace leukocytti (WBC) nebo leukocyt 10 000 bunék/pl 3 000 bunék/pl
esterdzovy test (LE) v punktatu + nebo ++ + nebo ++
Elevace polymorfonuklearnich leukocytd v o o
punktatu (PMN) 90% 80%

tkané

Histopatologické vysetieni periprotetické

>5 neutrofill na zorné pole v 5 zornych polich zjisténych
pfi zvétdeni 400x

Izolace patogenu v jedné kultivaci z periprotetické tkané ¢i z punktatu

Alergie 2/2020

84

plvodni prace —




— pUvodni prace

& af o B N

Obr. 1: Pozitivni alfa-defenzin lateral flow test

vyse, jedna se o maly kationicky antimikrobidlni peptid
uvoliovany aktivovanymi neutrofilnimi granulocyty v re-
akci na infekci, ktery plisobi jako piirozené antibiotikum
a dokaze patogeny znicit diky schopnosti permeabilizovat
jejich membrany.

Bylo prokazano, ze alfa-defenzin poskytuje konzis-
tentni vysledky bez ohledu na zanétlivou lokalizaci, typ
1 virulenci infekéniho organismu (6). Nicméné se ukazu-
je, ze v ptipad¢ infekce kloubni ndhrady ramene ma test
nizsi senzitivitu, nez je uvadéno v predchozich studiich
u dolnich koncetin (4, 7). Alfa-defenzin ma své limity
v hodnoceni low-grade infekei (8, 9, 10). Pocetné studie
dale uvadéji, ze hladina alfa-defenzinu neni ovlivnéna
predchozim podavanim antibiotik ani probihajicim sys-
témovym zanétlivym onemocnénim (11, 12). Stanoveni
neni ovlivnéno kontaminaci vzorku krvi.

Moznosti stanoveni
synovialniho alfa-defenzinu

Alfa-defenzin test je prvni specificky navrzeny a valido-
vany jako doplikovy pro detekci infekce kloubni nahrady
v synovialni tekutiné pacientl zvazovanych pro revizni
chirurgii. Testem je méfena koncentrace alfa-defenzinu 1-3
u pacientu s totalni kloubni nahradou a vyse jeji hladiny
je odrazem piitomné infekce. Test neni urcen ke stano-
veni specifického typu infekce ¢i jejiho ptivodu, rozsahu
azavaznosti. V soucasnosti jsou k dispozici dvé komercné
dostupné metody pro méfeni alfa-defenzinu v synovialni
tekuting, jedna se o laboratorni imunotest (ELISA — Enzy-
me-Linked ImmunoSorbent Assay) a rychly test lateralni-
ho pritoku konstruovany jako rapid test pro ptimé pouziti
1ékafi na opera¢nim séle, Synovasure® Alpha Defensin
ELISA test a Alpha Defensin Lateral Flow Test (Zimmer
Biomet).

Synovasure® Alpha Defensin ELISA Test vyuZiva schop-
nosti protilatek rozpoznavat a vazat se na specifické antige-
ny (v tomto ptipad¢ alfa-defenzin), dochazi k vazbé znace-
né protilatky a naslednému stanoveni koncentrace analytu
ve vzorku. Stabilita alfa-defenzinu v synovialni tekutiné
je dle vyrobce nejméné 48 hodin. Vyrobce zkombinoval

v tomto testu vySetieni alfa-defenzinu s vySetfenim syno-
vialniho CRP, coz zvysilo jeho specificitu. V soucasnosti
neni ELISA test v CR dostupny. Kromé USA je v EU na-
bizen partnerskymi laboratofemi pouze v Némecku a ve
Spojeném kralovstvi. Tento test je patentovany firmou
Synovasure®.

Synovasure® Alpha Defensin Lateral Flow Test je zalo-
zen na imunochromatografické technice podélného toku
reagencii prouzkem porézni membrany. Testovaci set za-
hrnuje kazetu pro jednordzové pouziti a vse potiebné pro
provedeni testu. Vysledky Ize odecitat za 10 minut. Tento
test poskytuje 1ékati pozitivni nebo negativni vysledek.
Jedna se o test kvalitativni. Obrazek pozitivniho testu— viz
obr. 1. Tento test je dostupny v mnoha zemich po celém
svété véetnd CR. Vroce 2019 schvélila FDA (US Food and
Drug Administration) uvedeni tohoto diagnostického testu
na trh jako pomicku pro detekci periprotetické kloubni
infekee.

Charakteristika souboru,
metodika a vysledky

Celkove bylo hodnoceno 84 pacientd, infekce bak-
teridlni etiologie byla diagnostikovana v 28 ptipadech.
Nejcastéjsimi patogeny byly Staphylococcus aureus ve
13 ptipadech a koagulaza negativni stafylokoky v 8 pfi-
padech. V piipadé falesné negativity se v 6 ptipadech
jednalo o infekcei zpsobenou nizce virulentnimi bak-
teriemi kozni ¢i slizni¢ni mikroflory. V piipad¢ fales-
né pozitivity se jednalo v 1 ptipadé o dnavou artritidu
kolenniho kloubu.

Ve studii byly analyzovany punktaty rizné etiologie,
ziskané pfi zanétlivych postizenich pohybového apara-
tu. Vzorky byly odebrany do sterilni polypropylenové
zkumavky bez ptimési a dodany do laboratoie pii po-
kojové teploté béhem 2 hodin po odbéru. Vzorky byly
nasledné centrifugovany pii 3 706 rpm po dobu 5 min
(Centrifuga 5804, Eppendorf, Hamburg, Germany), aby
doslo k odd¢leni veskerych castic a bunééného materia-
lu. Ziskany supernatant byl stazen a uskladnén pii —20
°C do doby testovani.

Vysetieni alfa-defenzinu ziskaného ze synovialni te-
kutiny bylo provedeno za pouziti testu od firmy Cloud-
-CloneCorp. (DefensinAlpha 1, Neutrophil (DEFal),
Cloud-CloneCorp.). Jedna se o standardni ELISA test
urceny pro testovani pfitomnosti DEFal v supernatantu
ziskaného z bunécné kultury ¢i jiné biologické tekuti-
ny. Kvili chybéjicim udajim o cut-off hodnoté toho-
to testu pti méteni DEFal v kloubnim vypotku byla
ve spolupraci s ortopedickym oddélenim Nemocnice

Tab. 4: Prehled dat ziskanych ve studii vychazejici z MSIS kritérii a ELISA testu pro alfa-defenzin 1 (DEFal)

pocet M/z pramérny koleno kycel (TEP) rameno tihovy absces
vék (TEP) vacek lokte lytka

pocet pacientl 84 38/46 70 (38-89) 54 (32) 24 (23) 2 3 1
asepticka dg. 56

septicka dg. 28 15/13 70 (39-88) 5(11) 8(7) 2 2 1
pozitivni 13 6 (5) 4 (4) 2 0 1
falesné neg. 15 9 (6) 4(3) 0 2 0
falesné poz. 3 1 2(2) 0 0 0

V zavorkach uveden stav po totalni kloubni endoprotéze (TEP).
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Ceské Budgjovice, a. s., stanovena optimalni hodnota
cut-off 1500 pg/l. Tato hodnota se ukazala jako nejlépe
vyhovujici pti rozhodovani mezi infek¢ni a neinfekéni
etiologii vypotku. Pii této mezni hodnoté byla dosaze-
nd senzitivita vySetfeni 50 % a specificita 95 %. Pro
samotnou analyzu je vyzadovano 10 pl vzorku. Data
z provedené studie, zalozené na vyhodnoceni tidaji zis-
kanych ELISA testem pro alfa-defenzin a vychazejici
z kritérii MSIS pii rozhodovani o ptitomnosti infekce
bakterialni etiologie, uvadi tab. 4.

Diskuze

Do soucasné doby bylo provedeno nékolik studii
srovnavajicich ELISA test a Lateral flow test pro stano-
veni alfa-defenzinu. Analyza 11 studii, kterou provedli
Marson a kol., prokazala vynikajici souhrnnou senziti-
vitu 95 % a specificitu 97 % ELISA testu pfi semikvan-
titativni cut-off hodnot¢ 5,2 mg/l a lateral flow testu
85 % a 90 % (13). V systematické diagnostické studii
Eriksson a kol. prokazali, Ze laboratorni imunotest ma
vyssi celkovou diagnostickou presnost ve srovnani s la-
teralnim prutokovym testem (98% vs. 75 %), dosahl také
vyssich hodnot sensitivity (96 % vs. 71 %), pti¢emz spe-
cificita byla obdobna (96 % vs. 90 %) (14). Metaanalyza
10 studii Suen a kol. uvadéji vyssi souhrnnou senzitivitu
(91 % vs. 77 %) a specificitu (97 % vs. 95 %) testu en-
zymové imunoanalyzy oproti testu lateralniho pritoku
(15). Podobné metaanalyza 42 studii Ahmada a kol. uva-
di souhrnnou senzitivitu (97 % vs. 80 %) a specificitu
(97 % vs. 89 %) ELISA testu jako vyssi ve srovnani
s testem lateralniho prutoku (2). Prospektivni studie
Kleisse a kol. hodnotila diagnostickou pfesnost ELISA
testu pfi klinickém zhodnoceni bolestivé artroplastiky
kolene a ky¢le s podezienim na periprotetickou kloubni
infekci. Vysledna senzitivita 78 % a specificita 97 %
testu ukazuji, ze v predopera¢nim zhodnoceni sympto-
matické artroplastiky je tento test k pfesné diagnostice
PJI nedostatecny. Zvlasté v piipadé nizce virulentnich
organismil, jako jsou koaguldza negativni stafylokoky,
vychazel test falesné negativni (8). Také dalsi nedavna
studie ukazuje, ze sensitivita ELISA testu (81 %) je niz-
$1, nez bylo uvadéno v ranych studiich publikovanych
po uvedeni tohoto testu na trh (10).

Doposud existuje pouze nékolik studii zabyvajicich
se stanovenim hladiny alfa-defenzinu u infekce nahrady
ramenniho kloubu. V této oblasti je dosahovano nizsi
senzitivity 63 %, 75 % (7, 4), nez je tomu v piipadé
kolen a ky¢li 78 %, 81 % (8, 10), coz pravdépodobné
souvisi s CastéjSim indolentnim charakterem infekci,
dosazené hodnoty specificity jsou obdobné 95 %, 96 %
(7,4) vs. 96 %, 97 % (10, 8). Pti hodnoceni pfetrvavajici
kloubni infekce pred reimplanta¢nim chirurgickym za-
krokem ukazal test pro alfa-defenzin vysokou specifici-
tu 98 %, avSak pomérné nizkou senzitivitu 71 %. V této
problematice tak ma pouze omezené uplatnéni (16).

Zda se, ze ELISA test ma vyssi diagnosticky pfinos
a pomaha 1épe rozlisit mezi infekci a aseptickym uvol-
nénim TEP pted revizni operaci. Lateral flow test diky
relativné vysoké specificité v kombinaci s vyhodou krat-
ké doby odezvy muze vyznamné prispét k vylouceni
mozné PJI jiz béhem operacniho vykonu. ELISA test

vyzaduje, aby byly vzorky dodany do laboratote, ¢imz
se prodlouzi doba odezvy. Naproti tomu test lateralniho
priatoku maze byt proveden jako test point-of-care, ve-
lice ptitom zalezi na spravném provedeni, tedy na uzi-
vateli, a miizeme proto ziskavat vysledky, které nejsou
tak pfesné jako exaktni laboratorni metoda.

Pti akutnim vzplanuti zanétlivé artritidy vzrista v sy-
novialni tekutiné hladina alfa-defenzinu (17), to samé
nastava v kontextu krystaly indukovanych artropatiich
(17, 18) ¢i neptiznivé lokélni tkanové reakce (ALTR —
adverse local tissue reaction) neboli metalozy, charakte-
rizované zanétem periprotetické meékkeé tkané (10, 19).
Okroj a kol. provedli vysetfeni alfa-defenzinu u skupiny
pacientl s ALTR a uvedli, Ze 31 % téchto pripadi mélo
fale$né pozitivni test na alfa-defenzin (20). Deirmen-
gian a kol. prokazali, ze stanoveni synovialniho CRP
nebylo pfitomnosti metalézy ovlivnéno (11).

V pritomnosti pistéle komunikujici s endoprotézou
dosahuje hladina alfa-defenzinu v synovidlni tekutiné
niz8ich hodnot, dochazi ptitom k odtoku synovialni te-
kutiny i s leukocyty (neutrofily) a jejich produkty. Po-
dobné je tomu pfi infekci zpisobené organismy s niz-
kou virulenci, ktera nevyvola adekvatni vzestup hladiny
alfa-defenzinu. Autofi téchto pozorovani navrhuji, aby
v pritomnosti pistéle nebo pii kultivaci nizce virulent-
nich organismt byla sniZzena hodnota cut-off alfa-de-
fenzinu (8, 9, 10).

Studie provedena na souboru pacientt se zanétlivym
postizenim pohybového aparatu méla za cil zhodnotit
prinos vysetieni alfa-defenzinu v diagnostice PJI. Jeli-
koz komeréni Synovasure® Alpha Defensin ELISA test
neni v CR dostupny, byl pro stanoveni alfa-defenzinu
pouzit ELISA test od firmy Cloud-CloneCorp. Prvni
z uvedenych testl méti koncentraci DEFA1-3, test po-
uzity ve studii stanovuje koncentraci DEFAT.

Timto testem bylo mozné spravné urcit pacienty s PJI,
pokud pficinou byly infek¢éni organismy s dostate¢nou
patogenitou (Staphylococcus aureus, Escherichia coli).
V ptitomnosti nizce virulentnich agens vychazel test
falesné negativni, v pfitomnosti dnavé artritidy falesné
pozitivni. Nebylo prokézano, ze by uzivani antibiotik
v dobé odbéru punktatu né¢jakym zpisobem ovlivnilo
hladinu alfa-defenzinu. Testem bylo dosazeno 50 %
senzitivity a 95 % specificity.

Zaver

U pacient(, u nichz je diagnoza infekce kloubni na-
hrady nejasna kvili nedavnému uziti antibiotik, neur-
¢itym laboratornim ndlezim nebo podezieni na falesné
negativni ¢i faleSn¢€ pozitivni kultivaci, miize stanoveni
alfa-defenzinu v synovialni tekutin¢ poskytnout dalsi
udaj, ktery dokaze pomoci klinickému I1ékafi v rozhod-
nuti, zda je infekce pfitomna. Hodnoty alfa-defenzinu
dobte koreluji s MSIS klasifikaci infekce kloubni nahra-
dy a je vSeobecna shoda na jeho zafazeni do diagnostic-
kého schématu jako doplikového testu. Alfa-defenzin
ukazal slibné vysledky pfi stanoveni diagnézy akutni
infekce kloubni nahrady, avsak v ptipad¢€ vylouceni pie-
trvavajici infekce se ukéazal nedostatecné prikaznym.
Nicméné¢, ani podle MSIS kritérii nebylo mozné v tomto
pfipad¢ jednoznaéné rozhodnout. Hladina alfa-defen-
zinu neni ovlivnéna pfedchozim podavanim antibiotik.
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Opatrnosti je tieba u infekei zpisobenych nizce viru-
lentnimi organismy, kdy ¢asto nedochazi k vyraznému
vzestupu hodnot tohoto biomarkeru. Ve srovnani s ostat-
nimi standardné provadénymi laboratornimi testy v krvi
¢i synovialni tekuting se alfa-defenzin ukazuje jako nej-
vhodné;jsi doplitkovy test pro diagnostiku kloubni infekce.

Prohlasent o stretu zajmii

Autor prace prohlasuje, ze v souvislosti s tématem,
vznikem a publikaci tohoto ¢lanku neni ve stietu zdajmii
a vznik ani publikace clanku nebyly podporeny Zadnou
Jfarmaceutickou firmou.

LITERATURA

1. Han X, Xie K, Jiang X, et al. Synovial fluid a-defen-
sin in the diagnosis of periprosthetic joint infection: the late-
ral flow test is an effective intraoperative detection method.
J Orthop Surg Res 2019; 14: 274.

2. Ahmad SS, Hirschmann MT, Becker R, et al. A meta-analy-
sis of synovial biomarkers in periprosthetic joint infection:
Synovasure™ is less effective than the ELISA-based alpha-
-defensin test. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc 2018;
26: 3039-3047.

3. Vaishya R, Sardana R, Butta H, et al. Laboratory diagnosis of
Prosthetic Joint Infections: Current concepts and present status.
J Clin Orthop Trauma 2019; 10: 560-565.

4. Unter Ecker N, Koniker A, Gehrke T, et al. What Is the Dia-
gnostic Accuracy of Alpha-Defensin and Leukocyte Estera-
se Test in Periprosthetic Shoulder Infection? Clin Orthop Relat
Res 2019; 477: 1712-1718.

5. Dong H, Lv Y, Zhao D, et al. Defensins: The Case for Their
Use against Mycobacterial Infections. J Immunol Res 2016;
2016: 1-9.

6. Deirmengian C, Kardos K, Kilmartin P, et al. The Alpha-
-defensin Test for Periprosthetic Joint Infection Responds to
a Wide Spectrum of Organisms. Clin Orthop Relat Res 2015;
473:2229-2235.

7. Frangiamore SJ, Saleh A, Grosso MJ, et al. a-Defensin as a pre-
dictor of periprosthetic shoulder infection. J Shoulder Elbow
Surg 2015; 24: 1021-1027.

8. Kleiss S, Jandl NM, Novo de Oliveira A, et al. Diagnostic accu-
racy of alpha-defensin enzyme-linked immunosorbent assay in
the clinical evaluation of painful hip and knee arthroplasty with
possible prosthetic joint infection: a prospective study of 202
cases. Bone Joint J 2019; 101-B: 970-977.

9. AdamsJR, Schwartz AJ. False-negative synovial alpha-defen-
sin. Arthroplast Today 2017; 3: 239-241.

10. Stone WZ, Gray CF, Parvataneni HK, et al. Clinical Evaluati-
on of Synovial Alpha Defensin and Synovial C-Reactive Pro-
tein in the Diagnosis of Periprosthetic Joint Infection. J Bone
Joint Surg Am 2018; 100: 1184-1190.

11.

12.

13.

14.

16.

17.

18.

19.

20.

Deirmengian C, Kardos K, Kilmartin P, et al. Combined
measurement of synovial fluid a-Defensin and C-reactive
protein levels: highly accurate for diagnosing periprosthetic
joint infection. J Bone Joint Surg Am 2014; 96: 1439-1445.
Shahi A, Parvizi J, Kazarian GS, et al. The Alpha-defensin
Test for Periprosthetic Joint Infections Is Not Affected by
Prior Antibiotic Administration. Clin Orthop Relat Res 2016;
474:1610-1615.

Marson BA, Deshmukh SR, Grindlay DJC, et al. Alpha-defen-
sin and the Synovasure lateral flow device for the diagnosis
of prosthetic joint infection: a systematic review and meta-
-analysis. Bone Joint J 2018; 100-B: 703-711.

Eriksson HK, Nordstrom J, Gabrysch K, et al. Does the Alpha-
-defensin Immunoassay or the Lateral Flow Test Have Better
Diagnostic Value for Periprosthetic Joint Infection? A Meta-
-analysis. Clin Orthop Relat Res 2018; 476: 1065-1072.

. Suen K, Keeka M, Ailabouni R, et al. Synovasure «quick test»

is not as accurate as the laboratory-based a-defensin immu-
noassay: a systematic review and meta-analysis. Bone Joint J
2018; 100-B: 66-72.

Stone WZ, Gray CF, Parvataneni HK, et al. Clinical Evalua-
tion of Alpha Defensin Test Following Staged Treatment of
Prosthetic Joint Infections. J Arthroplasty 2019; 34: 1446-1451.
Partridge DG, Gordon A, Townsend R. False-positive synovial
fluid alpha-defensin test in a patient with acute gout affecting
a prosthetic knee. Eur J Orthop Surg Traumatol 2017; 27:
549-551.

Plate A, Stadler L, Sutter R, et al. Inflammatory disorders
mimicking periprosthetic joint infections may result in false-
-positive a-defensin. Clin Microbiol Infect 2018; 24: 1212.
Bonanzinga T, Zahar A, Diitsch M, et al. How Reliable Is
the Alpha-defensin Immunoassay Test for Diagnosing Peri-
prosthetic Joint Infection? A Prospective Study. Clin Orthop
Relat Res 2017; 475: 408-415.

Okroj KT, Calkins TE, Kayupov E, et al. The Alpha-Defensin
Test for Diagnosing Periprosthetic Joint Infection in the Setting
of'an Adverse Local Tissue Reaction Secondary to a Failed Me-
tal-on-Metal Bearing or Corrosion at the Head-Neck Junction.
J Arthroplasty 2018; 33: 1896-1898.

Mgr. Veronika Maierova

Centralni laboratore, pracovisté imunologie
Nemocnice Ceské Budéjovice, a.s.

B. Nemcové 585/54

370 01 Ceské Budéjovice

e-mail: maierova.veronika@nemch.cz

Obdrzeno: 31. 01. 2020
Revidovano: 02. 03. 2020
Prijato k tisku: 17. 03. 2020

87

Alergie 2/2020



