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ABSTRAKT

Inflammation markers in blood

Laboratory indicators of inflammatory processes (i.e. indicators
whose levels are dependent on the development of inflammation) are
referred to as inflammation markers. Early diagnosis is vital for a successful
therapy. Sensitive and specific signs are employed in patient monitoring.
The C-reactive protein (CRP) — an acute-phase protein — is most frequently
used in diagnosis. Cytokines have been playing an increasingly important
role in diagnosis during the recent years. The evaluation and examination of
cytokines is difficult, and only some of them have been used in practice so
far.

The group examined included 148 newborns from whom umbilical
blood was collected to determine the CRP, IL-6, IL-8 and TNF-a levels in
the blood samples. The CRP levels were measured immunoturbidimetrically
on an ADVIA 1650 (Siemens) analyzer. The IL-6 levels were measured on
an IMMULITE 2500 (Siemens) analyzer, whereas the IL-8 and TNF-a
levels were determined on an IMMULITE (Siemens) analyzer. The two
analyzers work on the chemiluminescence principle.

The practical part included evaluation of the levels of each of the
markers. TNF-a was the marker which was increased most, viz. by 97.97
%. Subsequently, IL-6 and IL-8 increased: the IL-6 level was 60.81%
increased, the IL-8 level was 84.46% increased. The cytokines preceded
increase in the CRP level. CRP level increase was observed in 2,03 %
newborns.

It is concluded that a high probability of disease in newborns is in

groups 3, 4, and 5.
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UvVoD

Laboratorni ukazatele pfitomnosti zanétlivého procesu se obvykle nazyvaji
zanétlivé markery, jejichz hladiny se méni v dusledku a vyvoje zanétu. Jedna se
piedev§im o proteiny akutni faze liSici se koncentraci, velikosti molekuly a
samoziejmé i svou funkci. Existuje cela fada markerti ukazujici zanétlivou reakci
vzdy z ur¢itého pohledu. (20)

Pocatek vyzkumu proteind akutni faze zacal v roce 1930, kdy byla objevena
plasmatickd bilkovina, kterd byla nazvdna C-reaktivni protein (CRP). Béhem
nasledujicich desetileti vstoupil CRP do diagnostiky a brzy nasledovaly dalsi
proteiny, které i kdyz v organismu plni nejriznéjsi funkce, vykazuji v zanétové
odpovédi podobnou dynamiku. Pies ¢etné metodologické a ekonomické otazky,
které zatim nebyly vyfeSeny, pronikaji do diagnostiky cytokiny. Historie vyzkumu
cytokinu se datuje od roku 1932, kdy byla popsana prvni solubilni signalni
molekula leukocytu. Hlavni éra cytokinu zacala po roce 1980. (17)

V roce 1920 byla zavedena do diagnostiky laboratorni metoda sedimentace
erytrocytl, ktera predstavovala velky laboratorni pokrok. Sedimentace erytrocytii
je nepfimé stanoveni hladiny plazmatickych proteini a mize byt znacné
ovlivnéna tvarem, velikosti a poctem erytrocytti a dalSimi komponenty plazmy.
Dnes, kdyz mize hladiny proteinti stanovit piimo, jevi se jeji pouziti omezené.
(19)

Od optimalniho zanétového ukazatele, vhodného pro rutinni stanoveni a
vyhovujici ho z hlediska diagnostického se o¢ekava vysoka senzitivita a specifita,
moznost statimového stanoveni, cenova dostupnost a snadna interpretace
vysledkill. S jistotou miZeme fici, Ze Zadny parametr cytokind a proteini akutni
faze nespliuje tyto kritéria beze zbytku a zejména ne ve vSech klinickych situaci.
Volbu konkrétniho markeru pak musi Iékaf zvazit s ohledem na dané¢ho pacienta,
uvazovanou diagnozu a dal$i doprovodna onemocnéni. (17,28)

Diagnostikovat zanét miZe byt nékdy velmi slozit¢é vzhledem k
nespecifickému charakteru pruvodnich klinickych pfiznaki. Pokud nejsou

pfitomny specifické ptiznaky nemoci, mizZe byt identifikace infekce velmi



problematicka. Lécebna strategie zacina vzdy na zakladé kombinace klinickych a
laboratornich nalezi. RozliSeni pivodu zanétu je predpokladem spravného
terapeutického postupu, zahdjeni antibiotické 1éCby ¢i pripadného zvéazeni

nemocni¢ni péce. (19)



1. SOUCASNY STAV

1.1 Zanét

1.1.1 Definice zanétu

Zanét je fylogeneticky a ontogeneticky nejstar§im obrannym mechanismem
vyskytujicim uz u nejprimitivnéjsich zivocichu. (7)
Jako zanét se oznacuje souhrn fyziologickych reakci na poruseni integrity
organismu a jedna se tedy o odpoved’ téla na poskozeni bunék a tkani. (7,9)
Zasadni ulohu v zanétové reakci hraje imunitni systém, neni vSak jedinou
télni soustavou, kterd se v obrané organismu uplatiiuje. Spolu s imunitnimi
mechanismy sehravaji rovnocennou ulohu neuroendokrinni regulace. Ty jsou
schopny identifikovat neZadouci zmény, které vychazeji z vnéj$iho a vnittniho
prostiedi. Imunitni systém je zaméfen na rozliSeni potencidln€ poskozujicich
prvki infekéniho charakteru a rozpozndva nebezpecné signaly, které vychazeji z
vlastnich bunék a tkani. (7,15)
Zanét se déli podle raznych kritérii- na obranny a poskozujici, akutni a
chronicky, povrchovy a hluboky apod. (7,16)
Obranny zanét ma kratky pribéh a infekce nebo jind Skodlivina se
odstrani bez nezadouciho poskozeni a tkan se kompletné¢ zhoji. Pokud v pribéhu
zanétlivé reakce prevladaji nezadouci slozky, méni sviij charakter a vznikd zanét

poskozujici s chronickym priabéhem. (9,15)

1.1.2 Pri¢ina zanétu

Na vzniku zanétu se podili nejriznéjsi priciny. PoSkozeni mohou vyvolat
mechanické (odfeniny), chemické (jedy), fyzikdlni (popdleniny) faktory. K
nejcastéj$im biologickym faktorim patii bakterie. Dal§imi ptvodci jsou Viry,
plisné a prvoci. Mikroorganismy vyvolavaji v téle slozitou odpovéd’, na které se

podileji specifické a nespecifické imunitni mechanismy. (7,16,27)



1.1.3 Lokalni a systémovd zanétliva reakce

Podkladem ptiznakii lokalniho zanétu je vasodilatace a zvySena propustnost
kapilar v postizeném misté. Zanétem postizené misto v prvni fazi z€ervena (rubor)
a dochazi k vétsimu priatoku krve. Rozsifeni cév podminuje zdufeni (tumor),
zvySeni mistni teploty (calor) a rozvijeni bolesti (dolor). Jejich nasledkem muze
byt za urc¢itych okolnosti zptisoben defekt tkané (functio leasa). (16,26,27)

K systémové zanétlivé reakci rizné intenzity muize dojit v zévislosti na
rozsahu a délce trvani lokalniho zanétu. Pokud dojde k masivnimu proniknuti
mikroorganismt do krevniho ob&hu, vyviji se septicky $ok nebo dojde k aktivaci
zanétotvornych elementll neinfekéniho charakteru zpuasobujicich anafylakticky
Sok. Pfi téchto Sokovych stavech dochdzi k masivni vazodilataci, ktera je
zpusobena uvolilovanim zanétlivych medidtort a dalSich faktort. Zakladem 1éCby
pfi téchto stavech je podpora krevniho obéhu a udrzeni cévniho tonu. Dochéazi ke

spusténi kaskady SIRS. (9,26)

1.1.4 SIRS

Na inzult systémové povahy organismus odpovidéa fyziologicky celotélovou
odpovédi. SIRS je systémova odezva na exogenni inzulty. Predstavuje akutni
ohrozeni organismu s komplexnim narusenim homeostazy ve snaze lokalizovat a
eliminovat patogen infek¢ni a neinfekéniho charakteru. SIRS mtze vyustit az do
stavu multiorgdnového selhani, kdy organové funkce nejsou dostacujici pro
udrzeni homeostazy. Jako sepse je oznacovan SIRS s dolozenou infekei. Syndrom
multiorganového selhani je systémovou poruchou vedouci k hyperperfuzi organt,
tkanové hypoxii, eventuelné ke smrti. (17,26,28)

SIRS se projevuje dvéma a vice nasledujicich piiznakid jako je hypotermie
pod 36 °C, hypertermie nad 38 °C, tachykardie vy$si neZ 90/min, tachypnoe vySsi
nez 20/min, pCO, niz8i nez 4,3 kPa, leukocytdza nad 12-10%1 nebo leukopenie

pod 4-10%1, nebo pritomnost vice nez 10% nezralych forem leukocyta.(17,28)
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1.2 Faze zanétlivé reakce

V pribéhu zanétové reakce téla organismus piehodnocuje své priority a
ptizplisobuje se na zatéz. S tim souvisi i piestavba metabolismu. V prubéhu
zanétu jsou mobilizovany energetické rezervy a ziviny jsou ziskdvany
odbouravanim nekterych tkani. Na tyto zminéné potieby téla reaguje
neuroendokrinni systém. To se projevi zménénym chovanim osob a pocity unavy,
malatnosti a nechutenstvi. Jednotlivé zanétlivé fazi se prolinaji, nebot’ dynamika
obrannych fazi je zcela individualni. Je urCena genetickou dispozici kazdého
jedince a typem podnétd vedoucich k zanétlivé reakei. (15)

Cilem reakce je lokalizovat Skodlivé agens, eliminovat ho a navodit opravné
mechanismy, které by tkani vratily jeji fyziologickou funkci.(18,26)

Zanétlivé reakce se ucastni vSechny bunky imunitniho systému,
multienzymové systémy krevni plazmy (komplementovy, hemokoagulacni,
fibrinolyticky, kininovy), prozanétlivé a protizdnétlivé cytokiny, proteiny akutni

faze a metabolity kyseliny arachidové a dalsi mediatory. (6,7)

1.2.1 Iniciacni faze

Nastéava bezprostredné po podnétu a je Casové omezena na hodiny az dny.
Ze slozek imunitniho systému v této fazi jednoznacné dominuji mechanismy
piirozené imunity.(15)

Do poskozenych a infikovanych tkéni se dostavaji bunécné elementy, které
se zachycuji na povrchu endotelidlnich bun¢k cév. Prostup fagocyti mezi
endotelidlnimi buitkami je umoznén diapedézou a extravazaci. Migrace fagocytl
je zprostfedkovana chemotaktickymi faktory. Ty zajisti, aby podle potieb
organismu doSlo k akumulaci potfebnych bunék v misté zanétu. Usmérnény
pohyb bunék je podminén zménami adhezivnich molekul. Fagocyty zainaji na

svém povrchu exprimovat antigeny a vylucovat poplachové cytokiny. (9,15)

1.2.2 Vrcholnad faze

Aktivovana specificka imunita pfi vrcholné fazi je dilezita pro dokonceni
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obrany organismu a vytvaii podminky pro rozvoj imunologické paméti. Do
sekundarnich lymfatickych organt putuji dendritick¢ bunky, které piekladaji
antigeny T-lymfocytti v kontextu molekul HLA 1. a II. tfidy. Predkladany jsou
pouze podnéty, které¢ byly pfirozenou imunitou urceny jako nebezpecné. Thl-
lymfocyty migruji do mista zanétu, kde stimuluji makrofagy a jejich pfeménu v
aktivované makrofagy. Ty poté zvysuji svoji fagocytarni a cytotoxickou aktivitu.
Stimulované B-lymfocyty realizuji tvorbu protilatek. V souvislosti s eliminaci
podnétii dochazi k utlumeni proliferace lymfocyti a bunék, které se stavaji

nadbytecnymi, hynou apoptézou.(9,15,26)

1.2.3 Pozdni faze

Zaroven aktivaci zanétlivych mechanismt dochazi k repara¢nim procesiim,
které maji zajistit obnovu tkanové integrity. Reparacni procesy spocivaji v
eliminaci poskozenych bunék fagocyty, aktivaci angiogeneze a regeneraci tkani.
Proces je regulovan fadou cytokinti a enzymti. Kazdy proces hojeni je spojen s

jistou mirou fibrotizace a omezeni funkéni kapacity tkané. (9,15)
1.3 Cytokiny

Po narusSeni integrity vnitiniho prostfedi organismu, tésném sledu za
lokdlnimi dé€ji dochazi k aktivaci imunitniho systému s produkci sekrecnich
proteintt a peptidii. Hlavni ulohou téchto cytokini je usmérnéni funkce a
proliferace bunck a tkani v pribéhu lokalni nebo systémové zanétové odpovedi.
Pro normalni funkci imunitniho systému jsou nezbytné, pokud jsou produkovany
ve spravném mnozstvi ve spravné dob¢. (7,28)

Funkci cytokinl je regulace imunitnich reakci a pienos signdli mezi
imunitnim systémem a ostatnimi organy v téle. Reguluji smér, rozsah a délku
trvani imunitnich reakci, a dale utvafeni tkani béhem ontogenetického vyvoje
jedince. Cytokiny jsou rozpustné glykoproteiny sekretované leukocyty i jinymi
bunkami. Jsou obvykle slozené ze 100 aZ 200 aminokyselin. Plsobi jiZ pfi velmi

nizkych koncentraci a ke svému ucinku pottebuji specificky receptor na cilové
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bunce. Spole¢nou charakteristikou je nizkd molekularni hmotnost (Mr < 80 kDa)
a prevazujici autokrinni a parakrinni paisobeni. U¢inky cytokini se piekryvaji a
vzajemné ovliviuji. Stejné cytokiny jsou sekretovany rtiznymi typy bunék a
naopak jeden typ bunck tvofi Skdlu cytokinti s riznymi U¢inky. Na tomto
principu je zaloZena cytokinova sit, ktera je zodpovédna za celkové ucinky
cytokinll. Jejich zivotnost je velmi kratka, coz zna¢né snizuje jejich moznost
monitorovani pii patologickych procesech. (9,17,28)

Prozanétlivé cytokiny prestavuji mocnou, ucelnou a cilenou odpovéd
uréenou k obrané infek¢nich agens a obnove télesnych funkci k normalu. Pusobi
jako stresové hormony a jsou tvofeny makrofagy a monocyty. Indukuji tvorbu
proteinti akutni faze, navozuji horecku a fagocytarni aktivitu makrofagi a
neutrofilt. Pti katabolickych pochodech vyuZzivaji periferni energetické zasoby
pro pokryti akutnich metabolickych potieb v lozisku zanétu. V dasledku
nepfimétené aktivity mize vzniknout kachexie, kterd se rozviji u chronickych
infekci. Mezi prozanétlivé cytokiny patii TNFa, IL-6, IL-8, IL-1. (7,28)
resorpce degradacnich produktii vedoucich k obnové posSkozené tkané.

Protizanétlivymi cytokiny jsou 1L-4, IL-10 a TGF-B.( 7)

1.3.1 Interleukin-1 (IL-1)

VWyskytuje se ve dvou formach. Ob¢ tyto varianty maji stejnou molekulovou
hmotnost a vazi se na stejné receptory a jejich ucinky jsou totozné. Dominujici
cirkulujici formou je IL-1p a IL-1a je vazan na bunécné struktury. Ob¢ tyto formy
jsou tvotfeny pfedevsim monocyty a makrofagy, ale i fibroblasty, NK-buiikami a
B-lymfoblasty. Pfi stimulaci bakteridlnimi antigeny, imunokomplexy a jinymi
cytokiny je produkovan prakticky vS§emi buiitkami. Buniky secernujici IL-1 ¢asto
samy vytvaii receptor pro IL-1 a mohou se autokrinné aktivovat. Biologické
ucinky jsou mnohocetné a prekryvaji se s ucinky TNF a IL-6. Vyvolava horecku,
spavost, anorexii, neutrofilii a pfi vét§im mnozstvi neutropenii. Dale se podili na

aktivaci T a B lymfocyti, sekreci ACTH, ale téz podporuje cytotoxicky u¢inek na
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B-buiikky Langerhansovych ostravki. IL-1 ptisobi jako endogenni pyrogen a
vyznamnou mérou s ostatnimi cytokiny ptispiva ke vzniku chronicky zanétlivych
onemocnéni, jakymi jsou revmatoidni artitrida, gromerulonefritida a systémovy
lupus erytromatoides. Koncentrace IL-1p je zvySena pii popaleninach, u pacientti

s renalni insuficienci, jaternich cirh6z a Crohnovy choroby. (17,18,25,)

1.3.2 Interleukin-6 (1L-6)

IL-6 je jednim z klicovych faktort reakce akutni faze spole¢né s IL-1.
Reguluje vSechny hlavni a pozitivni proteiny akutni faze. IL-6 pusobi jako
viceucelovy cytokin na celou fadu bunék. Je findlnim diferenciaénim faktor
antigen stimulujicich B-bunék, zvySuje produkci imunoglobulinli z
plasmatickych buné€k, podili se na aktivaci a proliferaci thymocyti a T-bunék,
Indukuje tvorbu IL-2 a expresi jeho receptori. Kromé toho spolu s IL-3 a GM-
CSF ovliviiuji  krvetvorbu. IL-6 stimuluje vyzravani megakaryocyti a
erytropoetinu. Indukuje proliferaci keranocyti a diferenciaci neurond.
Abnormalni produkce IL-6 je spojena s tfadou patologickych onemocnéni.
Uplatiiuje se v patogenezi nckterych nadorti, kde IL-6 produkuji samotné
nadorové bunky. Hladina je zvySena pii vSech zanétlivych procesech a
autoimunitnich onemocnéni, rovnéz u virovych a bakteridlnich meningitid, kde
lze vzestup prokézat i v likvoru a moci. Koncentrace se zvysuje piedevSim u
septického Soku vyvolaného grammnegativnimi bakteriemi a v cirkulaci se
objevuje uz po nékolika minutadch. Hraje dalezitou tlohu v reakci organismu na

chirurgicky zakrok a uvolnéni Kortikosteroidi pii zanétu.(17,21,25)

1.3.3 Interleukin-8 (IL-8)

IL-8 méa chemotaktické ucinky na pfisluSné granulocytarni bunky. Vedle
tohoto zékladniho plsobeni stimuluje adhezi leukocytii k endoteliim. Je hlavnim
lokdlnim mediatorem zanétu, kde vyvolavd migraci granulocytii z krevniho
fecisté do tkané a zpiisobuje uvolnéni enzymu z granul neutrofil. Mezi buriky,

které tvoii IL-8, patfi monocyty, fibroblasty, Kupfferovy buriky a endotel. Behem
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SIRS mize byt tvofen i v hepatocyty a parakrinné modulovat syntézu proteini
akutni faze nezavisle na plasmatickych koncentraci IL-8. Podminuje infiltraci
neutrofilll v patologickych procesech pii psoriaze, artritidé, pneumonii, infarktu
myokardu a pfi rejekéni reakei po transplantaci organti. Jeho syntézu indukuje

LPS a pfedev§im TNF,IL-1, A INF-y, ne vsak IL-6. (17,18)

1.3.4 Tumor nekrotizujici faktor (TNF-a)

Existuji dv€é formy, TNF-a je produkovany makrofagy, astrocyty a
Kupfferovymi bunkami a TNF-f je produkovany lymfocyty. Hlavnim podnétem
pro sekreci TNF je bakterialni endotoxin. TNF-a aktivuje meutrofily, B-
lymfocyty, syntézu proteinti akutni faze, endotel k tvorb& adhezivnich molekul a
stimuluje proliferaci vaziva. Inhibuje lipoproteinovou lipazu, pii déletrvajici
aktivit¢ vede ke kachektizaci, a ma tumorocidni ucinky a ucinky na CNS. Je
cilovym induktorem syntézy IL-1, IL-2, a IL-8. TNFa je dulezitym faktorem pro
optimalni pribéh zanétové odpovedi, ale na druhou stranu se mize uplatiovat v

patogenezi fady zanétovych i metabolickych onemocnénich. (6,18)

1.4 Reakce akutni fize

Jednou z charakteristik eukaryotickych organismu je pfitomnost obrannych
a adaptacnich systémil, které slouzi k zajisténi stability vnitiniho prostfedi. Tyto
fyziologické d€je obranné a reparacni povahy se oznacuji terminem reakce akutni
faze. (28)

Hlavni vyznam reakce akutni fAze spoc¢iva v udrzeni vodni, elektrolytové a
teplotni homeostazy, protiinfek¢nich d¢&jich, vnimani bolesti, odstranéni
ireverzibilné poskozené tkané€, dostatecné nabidce energie, nabidce stavebniho
materialu pro tvorbu protilatek a nabidce pro reparacni a regeneracni pochody.
(17,28)

Je-li zanét dostatené intenzivni, projevi se zménou koncentrace proteind,
horec¢kou, leukocytdzou a hormonalni odpovédi.(18,20)

Proteiny akutni faze se tvoifi ve zvySené mife v bunkach jaterniho
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parenchymu po navozeni zanétlivou Skodlivinou, nejde tedy pouze o vyplaveni
ze zasoby v jaterni tkani. Syntéza a sekrece proteinli je primarné kontrolovana
prozanétlivymi cytokiny a podileji se na ni i glukokortikoidy.(18)

Plasmatické proteiny jsou casto déleny v agarozovém gelu podle
elektroforetické pohyblivosti do péti frakci. Pouze albumin tvofi relativné

homogenni frakci a ostatni frakce jsou zna¢né heterogenni. (4,20)

1.4.1 Pozitivni proteiny akutni faze

Tyto proteiny jsou charakteristické rychlou odpovedi a jejich plasmaticka
hladina béhem zanctu stoupd. Nartst mize byt az 1000 ndsobny oproti
fyziologické hodnoté, coz je charakteristické zeyména pro CRP. Zvyseni hladiny o
50 % je typické pro ceruloplasminu a C3 slozku. Haptoglobin, fibrinogen a a -
globuliny se vyznacuji tim, ze jejich hladina se zvétsi 2-4x béhem zanétlivého

procesu. (8,18)

1.4.1.1 CRP

Je nazvan podle schopnosti precipitovat C-polysacharid pneumokokd.
Sklada se z péti identickych neglykolysovanych polypeptidickych podjednotek,
ktera miize vazat Ca®* Pati{ do skupiny pentraxinil, coz je skupina proteint, ktera
se Ucastni obrany organismu. CRP aktivuje komplementovy systém a vaze rtizné
ligandy napf. sacharidovy obal pneumokokii a fosfocholinové skupiny
membranovych zbytkt. Opsonizuje fragmenty nukleovych kyselin a histont a tim
umoziuje jejich rychlejSich odstranéni. Tim se tak zabrani tvorbé autoprotilatek

proti jadernym elementim. Stimuluje lymfocyty a aktivaci monocytd. (18,21,23)

1.4.1.2 Sérovy amyloid A

Sérovy amyloid A jsou malé lipoproteiny, které se béhem akutni faze zdnétu
spojuji s tfeti slozkou lipoproteini o vysoké denzité. Tato vazba zvyhodiuje
vychytavani cholesterolovych zbytkid z fagocytujicich makrofagi, tim se snizuje

podil cholesterolu transportovany z endotelu perifernich tkani do jater. Tento
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marker ma uzite¢nou funkci u akutnich infekci, kde obranuje lipidové zbytky
bunéénych membran. U chronickych zanétlivych chorob, zejména TBC a
systémovy lupus erytromatoides, mize naopak velmi $kodit. Disledkem je vznik

amyloidoz. (6,18)

1.4.1.3 al-antitrypsin

Pusobi jako G¢inny inhibitor proteindz neutrofilli a tim ptispiva k regulaci
jejich uc¢inku. Chrani tak vlastni tkdn¢ pted uc¢inkem proteolytickych enzymu,
zejména elastazy a kolagenazy. (4,18)

Zvysend koncentrace doprovazi akutni zdnéty, nadory a hepatopatie.
Pfi¢inami snizeni mohou byt priméarni plicni emfyzém, hepatitida, cirhdéza a

glomerulonefritida. (21,22)

1.4.1.4 Haptoglobin

Haptoglobin vaze velmi pevné molekulu volného hemoglobinu. Pfi
hemolytickych onemocnénich vedoucich k intravazalni hemolyze jsou volné
molekuly hemoglobinu navdzany na haptoglobin. Vytvofeny komplex je velmi
rychle odstranén z plazmy a metabolizovan v retikuloendotelidlnim systému.
(4,18,21)

Pii veétsi intravazalni hemolyze tak dochazi k poklesu az vymizeni
haptoglobinu z plazmy. Snizend nebo neméfitelna koncentrace je laboratornim
testem, ktery svéd¢i pro intravaskuldrni hemolyzu. Haptoglobin se zvySuje pfti

zat€Zzi, coz zpusobuje nemoznost vylouéeni hemolyzy. (4,20)

1.4.1.5 SloZky komplementu

Jako komplement se oznaCuje komplex 30 sérovych a membranovych
proteind, které jsou v plazmé v neaktivni formé. Hlavnimi sloZzkami je 9 sérovych
proteinli oznaované C1-C9. Jejich aktivace vede kaskddovou reakci k lyze
bakterii a jinych bunék. (6,20)

Nejcastéji se stanovuji slozky C3 a C4. Vzestup slozek doprovazi reakci
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organismu na akutni zatéz. Pfi autoimunitnich onemocnénich koncentrace slozek

klesa z divodu tvorby imunokomplexti. (20)

1.4.3.6 a2-makroglobulin

Piisobi jako inhibitor proteindz. Je produkovan zejména makrofagy.
Reguluje proteolytickou rovnovahu v extraceluldrnich procesech uplatiiujicich se
pfedevSim pii krevnim sraZeni, fibrinolyze a zanétu. Jeho sérové hladiny se
zvySuji zejména u nefrotického syndromu a atopické dermatitidy.(6,21)

Neékdy je zvySeni pozorovano u hepatopatii a fyziologicky v détském veku.

Koncentrace v séru klesa pti akutni pankreatitidé. (20)

1.4.1.7 Ceruloplasmin

Obsahuje ve své molekule 6 atomi médi. Jednou z hlavnich funkci
ceruloplazminu je Gcast pfi metabolismu Zeleza. Zelezo, které se ve dvojmocné
form¢ vstiebava ze stfeva, musi byt pfed navdzanim na transferin, oxidovano na
trojmocnou formu pomoci ceruloplazminu. (4,20,22)

Zabranuje vzniku hydroxylového radikalu. ZvySenou koncentraci zptsobuji
estrogeny, provazi hormondlni antikoncepci a téhotenstvi. Snizena koncentrace
muze byt zplsobena deficitem médi nebo poklesem produkce bilkovin pti

proteinové malnutrice nebo nefrotického syndromu. (2,18,20)

1.4.1.8 Fibrinogen

Fibrinogen je koagula¢nim faktorem. Reguluje pfeménu na fibrin, ktery ma
schopnost utésnit trhliny zplisobené poSkozenim cév a zabranit tak dalSimu
krvaceni. Dalsi dalezitou funkci je tvorba fibrinové matrix umoziujici pohyb
fibroblastd. (18)

Vysoké koncentrace nachdzime u zanétlivych chorob pojiv. Pokles
koncentrace je zpusoben nedostateCnou syntézou u tézkych hepatopatii,
fibrinolytické 1é¢bé nebo zvySenou spotiebou pii diseminované intravaskularni

koagulopatii, infarktu myokardu, nefrotického syndromu. (22,28)
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1.4.2 Negativni proteiny akutni fize

Prozéanétlivé cytokiny inhibuji syntézu a sekreci proteini a koncentrace se v
krevni plazmé snizuje. Na poklesu hladiny se vyrazné podili i vystupfiovany

katabolismus. Patfi sem transferin, prealbumin a albumin.(8,18)

1.4.2.1 Transferin

Obsahuje 2 atomy zeleza. Hlavni funkci transferinu je transport
trojmocnych zelezitych iontd z enterocyti do mist, kde probihd syntéza
hemoglobinu a krvetvorba. Koncentrace transferinu urcéuje vazebnou kapacitu pro
zelezo. Za normalnich okolnosti je kapacita vyuzita z 1/3. (4,20)

Snizené hodnoty se vyskytuji u proteinové malnutrice, jaternich
insuficienci a nefrotického syndromu, vzacnéji u vrozeného deficitu. Vzhledem ke
kratkému polocCasu se vyuziva transferin spolecné s prealbuminem k posouzeni a
monitorovani stavu vyzivy. ZvySené hodnoty se nachazeji u anémie z nedostatku

zeleza. (4,22,28)

1.4.2.3 Albumin

Albumin se vyznacuje schopnosti vazat velkda mnozstvi endogennich a
exogennich sloucenin reverzibilni vazbou. Plasmaticky albumin je jednim z
parametr celkového zdravi a md vyznam pro udrZeni acidobazické rovnovahy.
Hypoalbuminémie je spojena s akutnimi zanéty, hepatopatiemi, nadory nebo
popaleninami. Kvanlitativni zmény molekuly albuminu u renalnich onemocnéni
vedou k poSkozeni nefronu. Arteficialné dochazi k poklesu pii infuzni 1é¢beé.

ZvySené hodnoty nemaji vétsi vyznam a jsou dasledkem hemokoncentrace.
(17,28)
1.4.2.4 Prealbumin

Prealbumin je transportni protein pro tyreoidalni hormony a vytvari
komplex s bilkovinou transportujici vitamin A. Nizkd molekulovd hmotnost

transportujici bilkoviny brani vytvofenému komplexu ztratam do moci. (4,20)
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Pokles koncentrace je vyrazem tézkych hepatopatii ¢i proteinovych

malnutrici. Zvysené koncentrace mohou nastat u hyperfunkce nadledvin a

Hodgkinovy choroby. (22,28)

1.4.4 Charakteristika proteinii akutni faze vyuZivanych v diagnostice

Protein Plasmatickd | Elektroforeticka | Mr Polocas
koncentrace pohyblivost (kDa) | eliminace
(a/l) (dny)
CRP 0,00-0,01 v—globulin 110 <0,05
Sérovy amyloid A 0,0-0,02 - 13 0,04
al-antitrypsin 1,2-2,4 o —globulin 52 3,9
Haptoglobin 0,3-3,0 ap-globulin 100 2-4
Ceruloplazmin 0,2-0,4 az-globulin 135 4-10
Fibrinogen 2,0-4,0 B1—globulin 340 51
Transferin 2,2-3,6 B1—globulin 80 7-9
Albumin 35,0-50,0 albumin 67 19-20
Prealbumin 0,19-0,39 prealbumin 61 1,9-2,7
a2-makroglobulin 1,2-2,4 a-globulin 725 7-8
Zdroj: (17)

1.5 Nové ukazatele zanétu

Diagnostické moznosti u pacienti s akutnimi zanétlivymi stavy jsou
obohacovany o stale se rozsitujici spektrum markert. I kdyZ jsou nepochybné
dulezité z hlediska diagnostického i prognostického, jejich vétsimu roz§ifeni brani

ckonomické duvody. (20)

1.5.1 Elastaza neutrofilit

Je to protein, ktery je tvofeny prekurzory bun¢k myeloidni fady pod vlivem
rastovych faktord. Pii zanétovém stimulu dochazi k translokaci elastazy z granul
na bunéény povrch a k nasledné degranulaci. (17,20)

Elastiza je vysoce senzitivni marker aktivace polymorfonuklearnich
leukocytii. Plasmatické koncentrace elastdzy stoupaji z normalnich hodnot (90-

180 mg/l) po zanétovém stimulu na 10 nasobky. ZvySené hladiny jsou popisovany
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u novorozeneckych sepsi, TBC, alergickych a autoimunitnich onemocnéni. (17)

1.5.2 Neopterin

Je purinovy derivat, ktery je produkovany makrofagy po jejich stimulaci
INF-y, ktery je produkovan T-lymfocyty po rozpoznani antigenu. (6,21,28)

Neopterin se nyni vyuziva jako pomocny ukazatel pro ¢asnou detekci HIV
infekce, kdy se hladina zvySuje umérné se snizenym poctem pomocnych T-
lymfocyt. To patfi mezi hlavni znaky, podle kterych se da urc¢it pfechod od
asymptomatické faze infekce HIV ke klinickym projeviim AIDS. (6,22)

Pouziva se 1 k monitorovani pacientl po transplantaci ledvin, srdce a kostni
diené. V ptipad¢ rejekce transplantatu nebo reakce Stépu proti hostiteli se zvysSené
hladiny neopterinu projevi jiz 24-48 hod pied klinickymi ptiznaky komplikace.
Plasmaticka hladina za klidovych podminek se pohybuje mezi 0,3-3,0 pg/l. (17)

1.5.3 Prokalcitonin

Je bilkovina identicka s prohormonem kalcitoninu. Ve zdravi je produkovan
C-buiikami §titné zldzy. U nemocnych jsou za jeho =zdroj povazovany
neuroendokrinni bunky plic a tenkého stfeva, ale 1 mononuklearni leukocyty.
(22,28)

Referencni hodnoty v plazmé ¢i v séru jsou pod 5 pg/. Infekce, které jsou
omezené na jeden orgéan, mivaji hodnoty maximalné do 5 pg/l. Hodnoty u sepsi
byvaji nad 10 pg/l, ale mohou dosahovat vice nez 500 ug/l. Proto se tedy jevi
prokalcitonin jako vhodny maker, ktery umoziiuje rozeznat infekce lokalizované

od systémovych. (18,22)
1.6 Analytické metody

Turbidimetrické a nefelometrické postupy jsou béznymi optickymi
analytickymi metodami, pouzivané¢ v klinické biochemii ke stanoveni

specifickych proteint. (1)
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1.6.1 Turbidimetrie

Turbidimetrie je zaloZzena na méfeni prochazejiciho svétla zeslabeného
rozptylem na ¢asticich. (22,24)

Jako zdroj svétla vyuziva obvykle diodu a detektor je umistén proti zdroji
svétla. (1,24)

1.6.2 Nefelometrie

Nefelometrie je zalozena na méteni intenzity difuzné rozptylené¢ho svétla na
dispergovanych ¢asticich. (22,24)

Zdrojem svétla byva vybojka nebo laser. Detektor neni umistén proti zdroji.
Velikost thlu svétla od laserového paprsku byva rozdilnd u rtiznych systémti.

(1,24)

1.6.3. Systém turbidimetrie a nefelometrie

Jak turbidimetrie tak i nefelometrie jsou uspotfadany do dvou systémii.
(1,20)

Prvnim systém se nazyva ,,end point“. Po smichani antigenu a protilatky v
pufru a polyetylenglykolu probihd méfeni az po dosazeni rovnovazného stavu,
obvykle za 10-20 minut. Systém se nemusi vyrovnat se situaci, kdy ve vzorku je
velké mnozstvi mefené latky. Pak Ize u koncentrovaného vzorku ziskat faleSné
nizkou hodnotu méfeni. Proto je systém nastaven tak, aby linearita reakce mezi
antigen-protilatkou byla co nejvétsi a méfeni probihalo v oblasti linearni ¢asti
ktivky.(1)

Druhy systém je kineticky. Kyveta je opatfena michacim systémem a
méfeni zacind v okamziku, kdy se do kyvety obsahujici polyetylenglykol, pufr a
antigen pfida protilatka. Reakce je velmi rychla a méfi se prirdstek vzniku
precipitdtu v pravidelnych intervalech. Program vyhodnocuje nartst hodnot. Po
dosazeni rovnovazného stavu je méfeni ukonceno. Kineticky systém detekuje
podle typu narGstu precipitditu netypické koncentrace mefené latky. Reakce

antigenu se mize na zavér korigovat priddvanim nafedéného antigenu nebo dalsi
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davky protilaitky a okamzit¢ provést dotitrovani nadbytku antigenu Ci

protilatky.(1)

1.6.4 Quick Read

Quick Read je jednoduchym turbidimetrem firmy Orion Diagnostica a je
urcen ke stanoveni CRP v intervalu koncentraci 5-160 mg/l a ke stanoveni
mikroalbuminurie, zejména v ordinacich lékait. Zdrojem svétla jsou svétlo
emitujici diody (LED). Pfistroj pracuje na sitovy nebo bateriovy pohon a
stanoveni lze provést z 20 ul krve nebo séra za 4 minuty. PouZivaji se
jednouceloveé zkumavky obsahujici navazku specifické protilatky a blank se méii
u kazdého individualn€. Na magnetické kart¢ je software kalibrace.

(24)
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2. CIL PRACE A HYPOTEZY
2.1 Cil prace

Cilem prace je ziskat piehled o laboratornich diagnostickych metodach
stanoveni zadnétlivych markerd. Osvojit si teoreticky i prakticky metody stanoveni

a seznamit se S jednotlivymi zanétlivymi markery.
2.2 Hypotéza

Hypotéza: Hodnoty CRP a cytokinli pro diagnostiku zanétu u novorozencli maji

stejny vypovidajici diagnosticky vyznam.
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3. METODIKA

3. 1 Charakteristika zkoumaného souboru

Zkoumany soubor tvoii 148 novorozencid, ktefi byli vySetfovani Vv
Laboratofi klinické chemie Nemocnice Ceské Bud&jovice, a. s. Novorozenciim
byla po porodu odebrana pupeénikovi krev na oddéleni Neonatologie Ceské

Bud¢jovice, a. s.
3.2 Laboratorni vySetieni

Laboratorni vySetfeni ma tii faze:
e Preanalytickou
e Analytickou

e Postanalytickou

3.2.1 Preanalyticka faze

Preanalyticka ¢ast se vyznamné podili na spravnosti laboratorniho vySetfeni.
AZ 60% chyb pfi laboratornim vySetieni vznikd v této fazi. Je definovana jako

postup a operace od indikace vySetfeni po zahajeni analyzy vzorku. (10,28)

3.2.1.1 Odbér

Nejcastéjsi chyby se tykaji odbéru materialu od pacienta a jeho oznaceni. K
zasadam pii odbéru materialu patii predevsim presna a jednoznacnd identifikace
biologického materidlu. Je nezbytné oznacit vzorek ¢arovym kodem nebo Stitkem,
aby pfi jeho transportu a zpracovani nemohlo dojit k zaméné. (10,28)

Krev odebirat nejlépe vakuovym systémem. Gelové separatory plazmy,
resp. séra a krevnich elementl jsou tvofeny inertnim gelem. Gel je silikonovy
anebo z polyesterovych sloucenin. Viskozita gelu se pfi centrifugaci snizuje, gel
stoupd a po centrifugaci se obnovi plvodni viskozita gelu. Gel vytvofi

nepropustnou bariéru mezi sérem (plazmou) a sraZeninou s krevnimi elementy.
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Separacni gely by se mély pouzivat pti 20 — 25 °C, protoze pii niz$i teploté se
poskozuje migracni vlastnosti gelu a pfili§ vysoka teplota gel dekomponuje. Jiz
jednou centrifugovany gel se nesmi znovu centrifugovat. (28)

Zasadni chybou pti odbéru je volba nevhodného protisrazlivého ¢inidla

nebo nedodrzeni poméru mezi krvi a protisrazlivym ¢inidlem. (28)

3.2.1.2 Separace

Pro oddé¢leni krevnich elementli od séra je vhodna centrifugace pii 1000 az
1500 otacek po dobu 10 minut pii pokojové teploté. Delsi doba centrifugace a
vétsi pocCet otaek vede k hemolyze. Plazma ¢i sérum maji byt oddéleny co
nejdiive, nejpozdéji vSak do 2 hodin po odbéru. PifedCasné odd€leni séra mize

vést k tvorbé fibrinu. (28)

3.2.1.3 Transport

Transport materialu musi byt Setrny, rychly a pti adekvatni teploté. Pri
del$im transportu je vhodnéj$i material posilat v chlazeném boxu. Pokud nelze
dopravit krev do pozadované doby, je vhodnéjsi zaslat do laboratofe sérum nebo

plazmu. (10,28)

3.2.1.4 Skladovani

Pokud je vzorek zpracovan do 24-48 hodin postaci uchovani pfti teploté 4°C,
pro dlouhodobé skladovani je vhodna teplota do -20°C, popt. az -80°C . Pii
skladovani je nutné, aby material byl dobfe uzavien. Zabrani se tim mikrobialni
kontaminaci, vlivu svétla, zahusténi vzorku odpafovanim a metabolismu krevnich

elementu. (28)

3.3.2 Analyticka faze

Analyticka faze zahrnuje zpracovani biologického materialu. Je provadéna v

laboratofi v souladu s postupy spravné laboratorni ¢innosti (externi a interni
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kontroly kvality).(20,28)

3.3.3 Postanalytickd fize
Zahrnuje interpretaci vysledki stanoveni k fyziologickym hodnotam, k
vysledkiim dalSich laboratornich vysetieni a ke klinickému obrazu pacienta. V

této Casti je dulezita spoluprace mezi laboratofi a indikujicim Iékafem. (20,28)

3.4 Principy stanoveni

3.4.1CRP

e analyzator ADVIA 1650
Stanoveni koncentrace CRP pomoci fotometrického méteni je zaloZzeno na
reakci antigen-protilatka mezi protilatkami proti lidskému CRP a CRP piitomnym
ve vzorku. Stanoveni trva 10 minut pii vlnové délce 340 nm a teploté¢ 37°C.
Vysledky se udavaji v mg/Il.
Vzorek: sérum nebo plazma (EDTA, heparin)
Referen¢ni hodnoty CRP:
e  koncentrace dospéli< Smg/l
e  koncentrace novorozenci do 3 tydnti < 4,1 mg/l

e  koncentrace kojenci a déti <2,8 mg/l (2)

3.4.21L-6
e analyzator IMMULITE 2500

Stanoveni koncentrace IL-6 piestavuje sekvencni enzymem znafenou
chemiluminiscen¢ni imunometrickou reakci v pevné fazi. Vysledky se udavaji v
pg/ml.

Vzorek: sérum nebo plazma (EDTA, heparin)

Referen¢ni hodnoty IL-6:

koncentrace < 5,6 pg/ml (14)
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3.4.31L-8
e analyzator IMMULITE 1000

Stanoveni koncentrace IL-8 piestavuje oboustrannou chemiluminiscenéni
imunochemickou reakci v pevné fazi. Vysledky se udavaji v pg/ml. 31

Vzorek: sérum nebo plazma (heparin, EDTA)

Referen¢ni hodnoty IL-8:

koncentrace < 60,2 pg/ml (12)

3.4.4 TNF-a
e analyzator IMMULITE 1000

Stanoveni ~ koncentrace =~ TNF-a  pfestavuje  chemiluminiscen¢ni
imunochemickou reakci v pevné fazi. Vysledky se udavaji v pg/ml.

Vzorek: sérum nebo plazma (heparin, EDTA)

Referen¢ni hodnoty TNF-a :

koncentrace < 8,1 pg/ml (13)

3.4.4.1 Obecny princip stanoveni interlekinii

Stanoveni je zalozeno na reakci jednoho epitopu IL-6 s monoklonalni
protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatazou a druhého epitopu IL-6 S
protilatkou proti IL-6 konjugovanou s biotinem v reagen¢nim pufrovaném
roztoku.Tento vznikly komplex je navazan na polystyrenové kulicce. Reakce
probiha 60 minut pii 37°C. Nenavazany material se odstrani odstfedivym
promyvanim. Pfid4 se substrat ester adamantyl dioxetan fosfat, ktery hydrolyzuje
stykem s alkalickou fosfatazou za vzniku nestabilniho meziproduktu. Ten se ihned
rozpada za produkce zéafeni, které se detekuje luminometrem. Intenzita zateni je

ptimo umérna koncentraci interleukinti ve vySetfovaném vzorku. (11)
3.5 Popis prace

Zkumavky pro stanoveni CRP a cytokini jsem opatfila ¢arovym kodem a

centrifugovala 5 minut pii 3900 otackach. Poté jsem odsala sérum kapatkem do
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zkumavek rovnéz oznacenych ¢arovym kodem. Protoze zkumavky se sérem a
krevnimi elementy se skladuji. Ke stanoveni staci 2 ml séra. Spolu se stojankem
jsem zkumavky vlozila do analyzatoru. Podle vysetteni, které¢ je u kazdého
pacienta zaddno do pocitace dle Zzadanky, analyzator stanovi pozadované
vySetfeni. Vysledky jsou nasledné automaticky podle ¢arového kodu piitazeny k
pacientovi. Analyzatory jsou propojeny s laboratornim informa¢nim systémem

Staprolis.
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4. VYSLEDKY
Vysledky jsou uvedeny v podobé tabulky, sloupcovych a kruhovych grafi.

4.1 Tabulka namérenych hodnot

V tabulce jsou zahrnuty vSechny namétené hodnoty zkoumaného souboru.
V souboru se vyskytuje 8 riznych variant naméfenych hodnot, které jsem

oznacila jako skupiny.

Skupina | CRP | IL-6 L8 | TNFa |
novorozencu
Lo ' ' 1 52
“ f ' 1 69
’ f ! 1 19
N f 1 1
> | f ! 1 3
6 " .
! 1 1 2
8 |- : : : >

Zdroj: (vlastni vyzkum)

Vysvétlivky k tabulce: 1 zvySend hodnota

- fyziologick4 hodnota
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Graf 1: Znazornéni ¢etnosti zkoumaného souboru

Cetnosti zkoumaneho souboru
69

60 1 51
50 A
40 A

30 A 20
20 -

cetnost

B NOVOTOZenct

skupina

Zdroj: (vlastni vyzkum)

Graf 1 vychazi z predeslé tabulky. Nejvice pocetnou skupinu tvofi
novorozenci, jejichz hodnoty IL-6 a TNF-a jsou zvySené. CRP a IL-8 jsou v
rozmezi referencnich hodnot. Jejich celkovy pocet je 69 (skupina 2). Dalsi
skupinu tvofi 52 novorozenct,, u kterych CRP, IL-6, IL-8 jsou v referencnim
rozmezi a TNF-a je zvySené (skupina 1). Méné pocetnd skupina je tvofena
novorozenci, jejichz hodnota CRP je v rozmezi a ostatni parametry jsou zvysené.
Celkovy pocet je 19 (skupina 3). Pocet tfi novorozencii ma vSechny parametry
zvySené (skupina 5). ZvySené CRP, IL-6, a TNF-a v rozmezi ma jeden
novorozenec (skupina 4). Pouze 2 novorozenci maji vSechny hodnoty v rozmezi
referen¢nich hodnot (skupina 8) a 2 novorozenci, u kterych jsou CRP, IL-6 Vv
rozmezi a ostatni parametry jsou zvySené (skupina 7). Pouze jeden novorozenec

ma zvySeny jen IL-8. Ostatni parametry jsou v referenénim rozmezi (skupina 6).
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Graf 2 : Znazornéni procentudlnich hodnot CRP

Hodnoty CRP

m Fyziologickée hodnoty

m Zvysenée hodnoty

Zdroj: (vlastni vyzkum)
Celkem u 145 novorozenci (97,97%) je koncentrace CRP zvySena,

zbyvajicich 3 novorozenci (2,03%) maji koncentraci ve fyziologickém rozmezi.

Graf 3: Znazornéni intervalovych hodnot CRP

Hodnoty CRP

140

140 -
120 A
100 A
80 -
60 -
;8 i 6 5 N M NOVOrozenci
—p 4 A—

cetnost

s Q Q Q
EIREN N

interval koncentrace (mg/l)

Zdroj: (vlastni vyzkum)
U 140 novorozenci je hodnota CRP niz§i nez 2 mg/l. DalSich 6
novorozencli ma hodnotu CRP v intervalovém rozmezi od 2 do 10 mg/l. V

rozmezi 11-100 ml/l jsou 2 novorozenci.
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Graf 4: Znazornéni procentualnich hodnot I1L-6

Hodnoty IL-6

m Fyziologicke hodnoty

= Zvyisene hodnoty

Zdroj: (vlastni vyzkum)
Celkem 58 novorozenci (39,19%) mé koncentrace zvysenou, u 90

novorozencu (60,18 %) je koncentrace ve fyziologickém rozmezi.

Graf 5 :Znazornéni intervalovych hodnot IL-6

Hodnoty IL-6
60 1 >3 -
50 -
z 40 1 33
% 30 -
o 20 10
5 .
10 - H novorozenci
0
oo Q D L D
AR\
interval koncentrace (pg/ml)

Zdroj: (vlastni vyzkum)

5-10 pg/ml je 33 a 47 novorozencl v intervalu 11-100 pg/ml. V dal§im rozmezi

101-500 je 10 novorozenct. Hodnotu vyssi jak 500 ma 5 novorozenci.
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Graf 6: Znazornéni procentualnich hodnot 1L-8

Hodnoty IL-8

m Fyziologicke hodnoty

84.46% Zvysene hodnoty

Zdroj: (vlastni vyzkum)
Celkem u 23 novorozenciu (15,54%) je koncentraci IL-8 zvySena.

Zbyvajicich 125 novorozenct (84,46%) jsou koncentrace v rozmezi.

Graf 7 :Znazornéni intervalovych hodnot IL-8

Hodnoty IL-8
79
80 -
70 -
— 60 - 46
Z 50 -
£ 40 A
B 30 4
“ 20 A = . _
10 - H NOVOroZenclt
0
B Q D N\ D
L N QS N} QS
“’ \,\r \f‘? 7“:
~ N
interval koncentrace (pg/ml)

Zdroj: (vlastni vyzkum)

cvvr

10 pg/ml je 46 a79 novorozencu je intervalu 11-100 pg/ml. V rozmezi 101-500

pg/ml je 13 novorozencii. Hodnotu vyssi jak 500 pg/ml maji 4 novorozenci.
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Graf 8: Znazornéni procentudlnich hodnot TNF-a

Hodnoty TNF-a.

0.

2,03%

97.97% 1 Zvysene hodnoty

i Fyziologicke hodnoty

Zdroj: (vlastni vyzkum)

145 novorozencu (97,97%) ma koncentraci zvySenou, pouze 3 novorozenci

(2,03%) jsou ve fyziologickém rozmezi.

Graf 9 Znazornéni intervalovych hodnot TNF-a

Hodnoty TNF-a.
120 - 109
100 +~
7 80 1
E 60 _/ o 4
.8 40 -
20 4 o 6 1 B novorozenci
A <
0
B ) Q N 2
L ~ N S )
RO NN NG
N S
interval koncentrace (pg/ml)

Zdroj: (vlastni vyzkum)
U 109 novorozencii je hodnota v rozmezi 11-100 pg/ml/l. DalSich 32
novorozencll ma hodnotu v intervalovém rozmezi 5 - 10 pg/ml.V rozmezi 101-

100 ml/l je 6 novorozencl. Hodnotu vy$s§i jak 500 pg/ml ma pouze 1

novorozenec.
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5. DISKUZE

Novorozeneckd infekce je hlavni pfic¢inou morbidity a mortality
novorozencu. Vysledky a prognoza zélezi na vCasnosti a efektivit¢ antibiotické
lécby. Diagnoza a lécba v§ak miize byt zpozdéna, protoze véasném stadiu nemoci
chybi typické klinické ptiznaky. Klinicky obraz novorozenecké infekce je velmi
nespecificky. U ¢asnych forem do 48 hodin je to napt. porucha sani, dychani,
hypotermie, Sedavy kolorit kize, zhorSena perfuze, ikterus, zmény srde¢ni
frekvence, poruchy termoregulace, neklid ¢i apatie. Az pozdni formy infekce se
projevuji organovym postizenim, jako je napf. meningitida, pneumonie,
osteomyelitida, pyelonephritida apod. Zachyceni infekce az v tomto stadiu snizuje
procento uspeSnosti terapie. A proto je nutné¢ v diagnostice novorozeneckych
infekci pouzivat citlivé a specifické ukazatele schopné rozeznat jiz nastupujici
infekci. Klasické ukazatele infekce jako pocet leukocytli, pomér nezralych forem
a pocet neutrofilnich granulocyti postradaji dostate¢nou senzitivitu a specifitu.

Nejcastéji pouzivanym markerem v diagnostice je CRP. U bakterialnich
infekci dosahuje nejvyssich hodnot, zatimco u virovych je nartst hodnot maly.
Podle autora (17) se hodnota CRP zvySuje s ¢asem a nejleps$iho vrcholu dosahuje
mezi 24 — 48 hodinami poté, co vzniklo podezieni na infekci. A dale autor uvadi,
ze syntéza plasmatickych proteinli u novorozenct je proti dospélym jedinctim
snizena, protoze jest€¢ nemusi byt plné rozvinuta odpovéd’ proteint akutni faze. V
mych vysledcich je koncentrace CRP zvySena z 2,03%. Proto se CRP zdé byt
mén¢ uziteCny jako diagnosticky test Casnych fazi neonatdlni infekce. Podle
autora (21) CRP neprochazi placentarni bariérou, jeho koncentrace v plazmé
novorozence neni zavisld na plazmatické koncentraci matky.

V  poslednich letech se hleddnim novych diagnostickych metod
novorozenecké infekce obraci k cytokinlim, zejména IL-6, IL-8 a TNF-a. Protoze
jejich vzestup v odpovédi na infekci pfedchazi vzestupu proteinim akutni faze.
ZvySeni proteini akutni faze navazuje az 6-24 hodinovym zpoZdénim na
zrychleni syntézy prozanétlivych cytokind. Autor (18) tvrdi, Ze nastup

plasmatické hladiny IL-6 je o n¢€kolik hodin opozdénéjsi nez u TNF-a a ve fazi
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vzestupu IL-6 jiz TNF-a mizi z cirkulace. Hladina TNF-o v mych vysledcich je
zvySena z 97,97% a hladina IL-6 z 60,81%. V piipadé IL-8 je to z 84,46%. Dale
autor uvadi, ze IL-6 ptedchazi vzestupu IL-8, coz se potvrdilo ve skuping 2 a 4.

Prace (5) zabyvajici se studiem IL-6 u novorozencii udava, ze hladina IL-6
v pupe¢nikové krvi ani v krvi novorozence neni ovlivnéna koncentraci v krvi
matky, 1 kdyz podnét ke zvySeni mize byt shodny. IL-6 detekovatelny u déti je
vysledkem jejich vlastni tvorby a IL-6 neprochdzi placentarni bariérou, ale podle
studie (3) neni tento nazor tak jednozna¢ny. Podle autora (5), pokud je hodnota
IL-6 mensi nez 5 pg/ml infekci prakticky vyluc¢uje a u hodnot vyssich jak 500
pg/ml je velka pravdépodobnost infekce. V mych vysledcich maji hodnotu vyssi
jak 500 pg/ml celkem 5 novorozenci.

Dosla jsem k zavéru, ze pravdépodobné nemocni novorozenci jsou ve
skuping 5, protoze jejich parametry jsou vSechny zvysené. Dalsi skupinou, u které
se domnivam, ze by mohla byt nemocna, je skupina 3. U téchto novorozencii jsou
cytokiny zvySené. Dal§i nemocni mohou byt ve skupiné 4, protoze CRP, IL-6 a
TNF-a jsou zvySené. O ostatnich skupinach si myslim, Ze by mohlo jednat o

zdravé novorozence.
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6. ZAVER

Zjistila jsem, ze hodnoty CRP a cytokini pro diagnostiku zanétu
novorozencl nemaji stejny vypovidajici diagnosticky vyznam. Pfi posuzovani
vysledkt jsem dosla k zavéru, ze se cytokiny jevi jako vhodnéjsi markery nez

CRP. Tudiz jsem ptedpokladanou hypotézu zamitnula.
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9. PRILOHY

9.1. Naméiené hodnoty zkoumaného souboru

inicialy CRP IL-6 IL-8 | TNF-o

(mg/I) (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml)

1. MK 0,1 705,0 279,0 29,0
2. KM <2 4,5 11,2 13,3
3. VT <2 15,2 33,9 14,2
4. KO <2 8,2 28,1 15,4
5. KS <2 6,8 7,7 26,3
6. HK <2 <1,0 6,3 11,6
7. BT Hemora <2 | 195,0 150,0 208,0
8. DM <2 3,2 6,2 10,1
9. SS <2 6,7 12,0 13,2
10. KO <2 2,5 9,8 12,4
11. oM <2 2,8 19,6 27,8
12. KJ <2 12,3 13,0 14,2
13. CK <2 14,6 29,9 16,1
14. SA <2 41,5 49,6 14,3
15. PT 0,6 >1000 1433,0 26,7
16. FL <2 6,1 13,1 17,0
17. JT <2 1,4 5,7 16,9
18. /L <2 10,1 9,3 12,8
19. DJ <2 15,0 11,9 11,2
20. PR <2 1,9 7,9 11,1
21. MS <2 <1,0 15,0 13,8
22. BA <2 3,9 17,7 12,5
23. PA <2 29,7 26,7 13,7
24. BV <2 13,8 48,5 14,5
25. LZ <2 122 89,6 20,8
26. LJ <2 13,0 11,5 12,2
27. SP <2 268,0 49,7 12,5
28. KS <2 3,0 7.1 17,7
29. KO <2 6,8 13,3 16,9
30. VR <2 8,3 15,2 29,8
31. KR <2 19,3 6,3 10,8
32. SA <2 1,5 9,4 10,9
33. SD <2 13,4 13,8 27,8
34. MB <2 2,3 19,8 25,0
35. KA <2 6,3 10,2 13,6
36. MJ <2 7,1 18,1 25,1
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37. TKH <2 25,7 70,3 9,4
38. PM 25,5 624,0 271,0 18,8
39. SJ <2 8,7 12,0 10,3
40. MM <2 4,1 11,7 15,3
41. BD <2 1,5 8,3 18,7
42. RM <2 1,6 11,6 9,1
43. RF <2 10,3 50,4 15,1
44, KA <2 1,2 18,8 26,6
45, Cz <2 6,8 8,5 15,8
46. PS <2 63,5 125,0 15,4
47. BO <2 2,5 9,2 26,2
48. PM <2 2,0 7,6 30,2
49. MR <2 57,7 97,9 17,9
50. KL <2 17,7 9,9 25,8
51. RS <2 7,7 16,2 8,9
52. TH <2 6,6 6,2 14,8
53. BE <2 1,1 22,2 6,2
54. JK <2 2,7 24.4 10,0
55. SE <2 2,8 69,5 9,7
56. PA 2,7 4,8 21,9 10,0
57. ZA <2 31 10,3 11,4
58. LJ <2 36,4 105,0 11,6
59. SL <2 4,3 <5,0 10,6
60. KT <2 97,8 25,9 10,4
61. NM <2 1,4 6,6 7.7
62. PA <2 4,8 53 11,9
63. KP 22,2 124,0 5,1 14,1
64. SA <2 13,2 17,1 11,9
65. SJ <2 1,4 8,6 12,2
66. PL <2 5,2 14,6 11,9
67. DK <2 13,0 33,2 16,5
68. PM <2 6,2 12,1 8,6
69. HS <2 4,0 21,4 12,5
70. EJ <2 5,1 14,4 21,5
71. RV <2 152,0 137,0 13,9
72. DJ <2 2,5 77,7 9,8
73. DL <2 2,1 95,4 7,9
74. CN <2 5,8 7,1 9,9
75. LP <2 25,2 18,2 8,8
76. SM <2 5,1 48,6 10,5
77. VM <2 1,0 <5,0 16,9
78. KE <2 1,0 8,0 10,9
79. RV <2 1,1 26,4 8,8
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80. NA <2 2,1 6,8 11,4
81. PR <2 4,7 11,9 12,4
82. JA <2 18,2 29,6 13,7
83. HK <2 14,0 10,4 11,0
84. MK <2 4,4 28,6 14,6
85. BA 0,3 23,1 16,0 14,9
86. SN <2 50,1 17,7 41,3
87. SV <2 54,7 57,4 10,7
88. JP <2 10,7 76,5 10,2
89. VP <2 61,3 69,7 13,3
90. SL <2 20,0 22,2 15,6
91. SK <2 32,3 8,2 11,0
92. LK <2 8,0 14,7 12,0
93. LR <2 1,2 6,2 12,4
94. KK <2 7,7 <5,0 12,9
95. RL <2 8,5 8,7 11,8
96. MD <2 7,6 12,6 11,0
97. GS <2 35 119,0 15,3
98. MA <2 77,5 161,0 15,0
9. VN 2,2 83,5 59,1 65,4
100. HF <2 42,8 81,2 17,7
101. LB <2 6,4 7,2 10,1
102. TP <2 6,3 6,3 12,8
103. SR <2 168,0 33,7 12,9
104. SS <2 35,8 5,6 17,1
105. PP <2 32 6,0 10,6
106. FK <2 11,4 11,8 11,3
107. MA <2 1,2 5,3 13,8
108. TH <2 2,1 5,1 8,7

109. BN <2 16,4 <5,0 13,1
110. RD <2 2,2 6,7 13,2
111. PK <2 2,9 7,1 11,5
112. KM <2 13,5 9,5 9,3

113. SF <2 3,8 24,8 12,5
114. KJ <2 3,1 14,5 12,7
115. MJ <2 121,0 103,0 101,0
116. ML 9,0 >1000,0 | 516,0 27,0
117. PA <2 31,0 <5,0 10,4
118. LJ <2 6,9 9,2 9,5

119. HD <2 11,0 26,4 14,6
120. VL <2 69,8 23,0 28,5
121. CHA <2 12,3 7,0 15,0
122. HO <2 8,3 7,6 10,7
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123. PD 1,9 >1000,0 | 1484,0 368,0
124. YA <2 12,7 16,0 9,9
125. SS <2 8,6 18,5 11,7
126. KB <2 14,4 25,0 8,5
127. SM <2 19,3 25,4 15,9
128. RJ <2 9,6 21,4 9,5
129. VM <2 189,0 328,0 385,0
130. RN <2 14,2 10,7 12,0
131. KN <2 4,5 8,3 14,8
132. MT <2 6,6 13,8 16,9
133. MV <2 4,3 11,7 12,4
134. T™ 2,2 102,0 134,0 490,0
135. KT <2 4,0 12,9 11,3
136. MT <2 4.8 7,6 8,6
137. KD <2 20,1 16,9 11,0
138. RJ 2,0 8,1 34,8 11,5
139. BP <2 2,7 6,1 12,3
140. PR <2 98,7 2740 16,5
141. PK 0,4 236,0 2140 15,7
142. (&Y% <2 2,8 14,7 10,6
143. TK <2 18,6 71,0 21,0
144, TA <2 7,5 15,8 12,7
145. KA <2 3,2 <5,0 11,2
146. BS <2 32,9 44,7 15,7
147. AP 2,0 337,0 2078,0 | >1000,0
148. MM <2 3,9 7,9 13,6
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