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Tato prace se zabyva detekci markeru CD64 a moznosti jeho
vyuziti v diagnostice sepse u pred¢asné narozenych novorozencil.

Sepse  je  celosvétové  nejCastéj§i  pfi¢inou  Umrti
v novorozeneckém obdobi. Klicovym bodem pro sniZeni
mortality a morbidity je vcasna diagnostika. Sepse je velice
komplexni patofyziologicky proces a ztoho duvodu je jeji
diagnostika obtizna. Proto jsou neustale hledany nové markery.

Marker CD64 se jevi jako Casny marker sepse. Jedna se o
vysokoafinitni receptor pro monomerické IgG protilatky. Po
infekénim podnétu dochéazi ke zvyseni exprese tohoto receptoru
na povrchu neutrofild. Neutrofily ptedstavujici vyznamnou
slozkou anti-infek¢ni imunitni obrany organismu a vyrazné se

podileji na procesu fagocytézy opsonizovanych bakterii.

Pomoci pritokové cytometrie bylo stanoveno procentudlni
zastoupeni markeru CD64 na granulocytech. Vysledek statistické
analyzy poukazuje na vyznamnou asociaci hodnot markeru CD64
s vyskytem sepse a jako idealni cut-off hodnota se jevi 10 %.
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This paper is focused on the CD64 marker detection
and its possible use in the diagnostics of sepsis in
preterm newborns.

Sepsis is globally the most common cause of mortality
among newborns. Early diagnostics is the key for the
decreasing mortality and morbidity. Sepsis is very
complex pathophysiological process and its diagnostics
is difficult. Therefore new markers are searched.

Marker CD64 appears to be good early sepsis marker.
The CD64 marker is high-affinity receptor for the
monomeric 1gG antibodies. After infection stimul there
is increased expression of this receptor on the
neutrophil surface. The neutrophils, which are the
significant part of the anti-infection immune defense,
are significantly involved in process of phagocytosis
the opsonized bacteria.

Flow cytometry was used to determine the proportion
of marker CD64. The output of the static analysis points
out the significant association between CD64 marker
and sepsis. The ideal cut-off value appears to be 10 %.
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Seznam pouZitych zkratek

CD
CRP
CR
DAMP
E. coli
EOS
FN
GBS
G-CSF

19G
IL
INF-y

KsEDTA
LOS
MODS
NE

NS
NU
PAMP
PCT
PNN
PRR
SIRS
SOFA
TLR
TNF-o
WBC

cluster of differentiation neboli diferencia¢ni skupina
C-reaktivni protein

Ceska republika

damage associated molecular patterns

Escherichia coli

early-onset sepsis neboli ¢asna sepse

fakultni nemocnice

group B Streptococcus neboli streptokokus skupiny B
granulocyte stimulating factor neboli granulocytarni kolonie stimulujici faktor
immature granulocyte neboli nezralé granulocyty
imunoglobulin tfidy G

interleukin

interferon gamma

imunitni systém

ethylendiamintetraacetat tridraselny

late-onset sepsis neboli pozdni sepse

syndrom multiorganového selhani

neutrofily

novorozenecka sepse

novorozenecka umrtnost

pathogen associated molecular patterns

prokalcitonin

predcasné€ narozeny novor0zenec

pattern recognition receptors

systémova zanétliva odpoved organismu

sequential organ failure assessment

toll-like receptor

tumor nekrotizujici faktor a

white blood cells neboli leukocyty



Uvod

Imunitni systém (IS) patii k zdkladnim homeostatickym mechanismum. Jeho ukolem je
udrzovat integritu organismu. Pokud dojde k infekci, musi byt aktivovan, aby se organismus
mohl branit. Imunitni systém umi rozpoznat vngjsi patogenni mikroorganismy a jejich
toxické produkty diky nespecifickym a specifickym imunitnim mechanismiim. Tyto dva
systémy jsou navzajem propojeny pomoci mediatorovych molekul. Reakce vyvolana

pfitomnosti patogenu a jejich produktti se obecné nazyva zanét. Mezi prvnimi butikami,

rrrrr

rrrrr

V zavislosti na rozsahu poskozeni a délce trvani lokalniho zanétu muze dojit K systémové
reakci o riizné intenzité (Hotejsi, 2005). Prave tato systémova zanétliva reakce organismu
na infekéni podnét byva oznacovana jako sepse (Pricha, 2015).

Prvni pouziti slova ,,sepse” je prisuzovano Hippokratovi, ktery jim oznacil rozklad tkan¢
zaslouzil o prvni zasadni diagnosticky a terapeuticky pohled na sepsi. Na porodnim odd¢lent,
kde pracoval, dochazelo k ¢astému umrti Zen po porodu na horecku omladnic neboli
puerperalni sepsi. Hledal tedy pfi¢inu. Pov§iml si souvislosti mezi vyskytem smrtici horecky
a studenty vysetiujicimi rodi¢ky, ktefi pfichazeli na porodni oddéIni z patologickych cviceni
na pitevné. Zavedl tedy myti rukou v chlorové vodé pied gynekologickym vysetfenim. Po
zavedeni tohoto preventivniho opatfeni imrtnost matek po porodu vyrazné klesla (Prtcha,
2015). Louis Pasteur se zabyval mikroorganismy a poukazal na souvislost mezi jejich
pfitomnosti a vznikem zanétu. Z jeho poznatki pak vychazel Joseph Lister (1827-1912),
ktery kladl dtiraz na ¢istotu chirurgickych nastroji a sal a zaved| princip antisepse. (Jessney,
2012). Nasledovalo obdobi, kdy byla sepse a jeji patofyziologie zkoumana. Interpretace
klinickych studii vSak byla obtiznd, protoze neexistovala jednotnd definice sepse. O
jednotnou definici sepse a pojmu s ni souvisejicich se zaslouzili v roce 1992 R.C. Bone et.
al. v praci: ,,Definitions for Sepsis and Organ Failure and Guidelines for the Use of
Innovative Therapies in Sepsis* (Bone, 1992). V roce 2016 byla vytvoiena nova definice
s nazvem: ,,Sepsis-3“. Sepse je zde definovana jako zivot ohrozujici organova dysfunkce
zpusobena deregulovanou odpovédi organismu na pfitomnost infekce, pfiCemz jeji
zavaznost je kvantifikovana dle skorovaciho systému SOFA (Sequential Organ Failure
Assessment). Tato definice a staging v sobé odrazi poznatky, které ptinesl vyzkum sepse
v poslednich letech (Singer, 2016).

Sepse vsak neni specifické onemocnéni. Je to komplexni dé€j sdosud nejasnou
patofyziologii. Z tohoto diivodu neni jeji diagnéza jednoduchd. Prozatim vSak neexistuje
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validni test, ktery by umoznil jeji jednozna¢nou diagnostiku (Singer, 2016). K sepsi muze
dojit u kteréhokoliv pacienta nezavisle na jeho véku ¢i pohlavi. Nejvice ohrozenou skupinou
jsou vsak star$i lidé a novorozenci. Novorozenecka sepse (NS) je jednou z nejcastéjsich
pricin morbidity a mortality u novorozencu. Klicem ke snizeni je jeji Casna diagnostika a
zahajeni antibiotické terapie. Rozpoznat novorozeneckou sepsi v ¢asné fazi je vSak obtizné
z diivodu nespecifickych a variabilnich ptiznakd. Standardné vyuzivanymi laboratornimi
testy jsou C-reaktivni protein (CRP), prokalcitonin (PCT) a zlatym standardem je pak
mikrobiologicka kultivace vzorku periferni krve tzv. hemokultura. Tyto tradi¢ni laboratorni
testy maji vSak v diagnostice NS zna¢nd omezeni. Obecné je problémem jejich nizka
senzitivita a specificita. U hemokultury je navic nevyhodou dlouha detek¢ni doba a vyrazné
ovlivnéni vysledku predchozimi farmakologickymi zasahy jak u rodic¢ky, tak u novorozence.
Typicky je vysledek hemokultury ovlivnén pfedchozim podanim antibiotik.

V soucasné dobé¢ jsou tedy hledany a testovany nové markery sepse, které by umoznily
jeji casnou diagnostiku. Predmétem této prace je detekce sepse pomoci markeru CD64 u
piedcasné narozenych novorozenci. Marker CD64 je vysokoafinitni Fc-gamma receptor na
povrchu neutrofilt. Neutrofily jsou bunétnou slozkou nespecifickych imunitnich
mechanismu a vyznamné se podileji na procesu fagocytézy opsonizovanych bakterii. Bylo
zjisténo, ze po invazi patogenti dochazi ke zvyseni exprese tohoto receptoru na neutrofilech.
Metodou prutokové cytometrie bylo tedy stanoveno procentualni zastoupeni CD64
pozitivnich neutrofilti ve vzorku periferni krve pfed¢asné narozenych novorozencu. Cilem
této prace je ovétit, zda je znak CD64 vhodnym markerem sepse u dané skupiny pacientt a
také stanovit cut-off hodnoty. Tato metoda by pak mohla byt vyuzita jako dopliujici

informace pro potvrzeni diagnozy NS.



1 Soucasny stav reSené problematiky

1.1 Novorozenec
V momenté, kdy dojde k oplodnéni lidského vaji¢ka spermii, je zapocat vyvoj plodu. Doba

od poceti do porodu se nazyva téhotenstvi a trva v priméru 280 dni, coz odpovida 40
tydnim. Novorozencem se stava dit¢ od okamziku narozeni a toto obdobi trva do jeho
28. dne zivota. Fyziologicka hodnota dechové frekvence se u novorozenct pohybuje
v rozmezi 40-60 dechi za minutu, srde¢ni frekvence pak 100-180 tepi za minutu. Za
fyziologickou télesnou teplotu se povazuje 36,5-37,5 °C namétenych rektalné. Nastane-li
porod mezi 38-42 gesta¢nim tydnem jedna se o novorozence narozeného v terminu. Porodni
hmotnost byva v rozmezi od 2500 g do 4000 g.

Pokud dojde k porodu pted ukonéenym 37. gestaénim tydnem, jedna se o piedcasné
narozené¢ho novorozence (PNN). Porodni hmotnost byva nizsi nez 2500 g a odviji se od
gestaéniho veéku. Pfed¢asny porod je v soucasné dobé povazovan za syndrom. Za jednu z
nejcastéjSich pficin pred¢asného porodu jsou povazovany infekce (Stranak, 2015).
Problémem je, ze takto narozeny novorozenec je nezraly a jeho organy a tkdné jsou
nedovyvinuté. S nezralosti novorozence se poji znacné problémy a komplikace, které se
odviji od gesta¢niho veéku. Imunitni obrana neni plné rozvinuta a kvili tomu jsou PNN
nachylnéjsi k infekcim. U téchto novorozenct je vyrazné vyssi riziko morbidity a mortality
nezli u novorozenci narozenych v terminu (Buonocore, 2018).

1.2 Definice sepse

Dilezitym milnikem byl rok 1991, kdy byla ustanovena definice sepse na konsenzualni
konferenci American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicne. Sepse
je zde definovadna jako systémova zanétliva odpovéd organismu (SIRS) na pfitomnost
infekce. Pro stanoveni sepse byla vytvofena SIRS kritéria a ke splnéni diagnozy u pacienta
s infekei dostaovala pritomnost dvou ze &ty kritérii. Témito Kritérii jsou: T€lesna teplota
vys$$i nez 38 °C, nebo nizs$i nez 36 °C. Srde¢ni frekvence vyssi nez 90 tepli za minutu.
Dechova frekvence vyssi nez 20 vdechi za minutu. Zména v poctu bilych krvinek, a to pii
hodnoté vyssi nez 12000/mm?3, nebo nizsi nez 4000/mm?3, nebo vice nez 10 % nezralych
neutrofild. Dal$im pfinosem byla také doporuceni pro sjednoceni definic pojmu se sepsi
souvisejicich, jimiz jsou infekce, bakteremie, syndrom multiorganového selhani (MODS),
tézka sepse a septicky Sok (Bone, 1992). V roce 2001 byla provedena aktualizace této
definice, kdy byla kritéria sepse doplnéna o rozsdhly seznam klinickych pfiznak a
biologickych markert. Klinickd praxe Casem ukdazala, Ze kritéria SIRS maji vysokou
senzitivitu, ale nizkou specificitu, s ¢imz se poji vysoka mira falesné pozitivnich ptipada
(Levy, 2003). V dusledku toho byla snaha o vytvoreni nové definice. V roce 2014 dvé velké
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odborné spole¢nosti Society of Critical Care a European Society of intensive Care Medicine
poverily své experty, aby vytvofili novou definici sepse v souvislosti s dosavadnimi
poznatky. Dle nové definice S nazvem Sepsis-3 je sepse popisovana jako zivot ohrozujici
organova dysfunkce zptsobena deregulovanou odpovédi organismu na piitomnost infekce.
Klinické stanoveni organové dysfunkce se zde hodnoti pomoci SOFA skore, pfiCemz vyssi
skore je spojovano s vyssi pravdépodobnosti mortality. Pomoci bodové stupnice se hodnoti
respira¢ni funkce, jaterni a renalni funkce, parametry koagulace, hemodynamika a stav
védomi (Singer, 2016). Tyto definice byly vytvofeny pro stanoveni sepse u dosp&lého
¢loveka.

V roce 2005 byla na mezinarodni pediatrické konferenci stanovena konsenzualni
definice sepse a organové dysfunkce v pediatrii. Sepse byla definovana jako SIRS
s prokazanou infekci nebo podezienim na ni (SIRS kritéria jsou uvedena v Tab. 1). Hlavnim
rozdilem oproti definici sepse u dospélého ¢lovéka je, Ze pro stanoveni diagnézy musi byt
ptitomno kritérium zmény teploty, nebo abnormalita v poétu leukocytii. Tachykardie a
tachypnoe jsou totiz spoleénym symptomem mnoha nemoci v pediatrii. Cut-off hodnoty u
Kritérii pro stanoveni sepse V pediatrii jsou piizpisobeny fyziologickym zménam
odpovidajicim vyvojovym fazim jedince. Je zde vytvoieno Sest vékove specifickych skupin,
mezi nimiz jSOU i terminové narozeni novorozenci. Nejsou zde ale zahrnuti pfed¢asné
narozeni novorozenci (Goldstein, 2005). V prospektivni studii autord Hofer et al. byla
aplikovana SIRS kritéria stanovena na zminéné pediatrické konsenzualni konferenci na
skupinu pted¢asné a terminové narozenych novorozencd. V této studii SIRS kritéria
nezachytila dvé tfetiny terminovych a jednu ¢tvrtinu predCasné narozenych novorozencii
s casnou sepsi kdy hemokultura byla pozitivni. Obecné méla SIRS kritéria vyssi senzitivitu
u pred¢asné narozenych novorozenci (Hofer, 2015).

V soucasnosti neexistuje jednotna definice NS. Jeji absence vyrazné snizuje
pravdépodobnost shody mezi nalezy epidemiologt, klinikli a vyzkumnych pracovniki, coz
brani pokroku v této oblasti smérem ke zlepSovani vysledka (Wynn, 2016). Je zde urcita
snaha o adaptaci definice Sepsis-3 pro vyuziti v pediatrii (Schlapbach, 2018). Avsak
formalni revize nebyla zatim uskute¢néna. Lze fici, Ze definice samotnd neni vrcholem

poznani a spravné praxe, ale je pravé pomyslnou zakladnou.
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Tabulka 1. SIRS kritéria pro stanoveni sepse u novorozencu. Upraveno podle (Goldstein,
2005).

Vékova Telesna Srde¢ni frekvence Dechova Pocet leukocytt ?
skupina teplota (tep/min) frekvence

t (°C) Tachykardie Bradykardie  (dechid/min)  (Leukocyty x 10%/mm?3)
0-7dni  36>t>38,5 >180 <100 >50 >34
7-28 dni  36>t>38,5 >180 <100 >40 >19,4 nebo <5

2 Dalsim kritériem souvisejicim s po¢tem leukocytl je pfitomnost vice nez 10 % nezralych
neutrofild.

1.3 Novorozenecka sepse

Sepse je tedy vysledkem systémové reakce organismu na infekci. Nejéastéji se jedna o
infekci bakterialniho ptivodu, méné ¢asto o virovou nebo fungalni infekci (Goldstein, 2005).
Podle toho, kdy dojde k manifestaci, se sepse u novorozence dé¢li na ¢asnou, takzvanou
»early-onset sepsis“ (EOS), a pozdni, ,,late-onset sepsis™ (LOS).

Za EOS se povazuje, pokud ke klinické manifestaci dojde do 72 hodin od narozeni.
Vétsinou se jedna o rychle probihajici multisystémové onemocnéni, které progreduje do
septického Soku. Onemocnéni se Casto manifestuje jako septikemie (masivni pfitomnost
bakterii v krvi) bez lokalizace, adnatni pneumonie ¢i meningitida. Nejcastéji se jedna o
vertikalni pfenos infekce z matky na plod. Cesta priuniku mize byt hematogenni z krevniho
ob&hu matky ptes placentdlni bariéru. Dalsi moznosti je skrz porodni cesty, kdy mohou byt
infikovany plodové obaly, plodova voda a nasledné i samotny plod. K ptenosu infekce
dochazi také u porodu pfii pruchodu porodnim kanalem, ktery je kolonizovan aerobnimi i
anaerobnimi bakteriemi, ¢i vdechnutim infekéni plodové vody novorozencem (Stranak,
2015). Za nejcastéjsi puvodce EOS jsou povazovany: B-hemolyticky streptokokus skupiny
B neboli Streptococcus agalactiae (GBS) a gramnegativni bakterie Escherichia coli
(E. coli). Infekce E. coli se vyskytuje ¢etnéji u PNN a novorozencu s velmi nizkou porodni
hmotnosti. Dalsimi patogeny spojovanymi s EOS jsou napiiklad Listeria monocytogenes,
Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Enterococcus species, Streptococcus
pneumoniae, Candida species (Shane, 2017).

Pozdni forma sepse se klinicky manifestuje po 72 hodinach od porodu. Sepse ma
vétSinou pozvolny prubéh s lokalizovanou infekci. Projevuje se napiiklad jako meningitida,
pneumonie ¢i osteomyelitida. Vétsinou jde o horizontalni prenos infekce a jedna se o tzv.
nozokomialni ndkazy. Ojedinéle se miize jednat 0 infekce intrauterinni ¢i ziskané pii porodu
S pozdni manifestaci. Vyskyt LOS je ¢astéjsi u PNN z davodu dlouhodobé hospitalizace na
jednotkdch intenzivni péCe. Mezi nejcastéjsSi piivodce LOS patii koaguldza negativni

stafylokoky, zejména  Staphylococcus epidermidis. Dalsimi patogeny jsou:
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Staphylococcus auresus  spojovany s infekci  pochazejici  z vaskularnich  katetru,
Sterptococcus pyrogenes, Pseudomonas species, Klebsiella species, Enterobacter, ale také
GBS a E. coli (Stranak, 2015; Shane, 2017).

V priubéhu evoluce doslo k vybudovani fady mechanismti, pomoci nichz je schopen IS
rozpoznavat patogenni mikroorganismy a adekvatnim zptisobem na né reagovat. Systém
vrozené imunitni odpovédi reaguje na strukturni a funkcni rysy, které maji patogeny
spole¢né. Tyto strukturni rysy se oznacuji jako pathogen associated molecular patterns
(PAMP). Imunokompetentni buniky maji k dispozici tzv. pattern recognition receptors
(PRR), pomoci nichz tyto strukturni rysy rozpoznavaji. Uplatiuji se zde tfi rodiny receptort,
které infek¢éni agens rozlisuji. Prvni rodinou jsou toll-like receptory (TLR), které reaguji na
strukturni rysy mikroorganismii v extracelularnim prostiedi a endosomech. Maji zasadni
vyznam pro pienos informace o pfitomnosti infekéniho agens. TLR receptory jsou takeé
aktivovany pomoci mediatori zvanych alarminy, které se uvoliuji z poskozenych bunék a
iniciuji tak neinfek¢éni zanétlivou odpovéd. Obecné se tyto molekuly oznacuji damage
associated molecular patterns (DAMP). NOD-like receptory jsou pfitomny v intracelularnim
prostfedi a reaguji na piitomnost bakterialnich struktur v cytoplazmé. Tteti rodinou jsou
RIG-I-like receptory, které reaguji na pfitomnost virovych struktur v cytoplazmé. Interakce
PRR s PAMP spousti kaskadu zanétlivé odpovédi, jejimz vysledkem je exprese gent pro- a
cytokiny, které stimuluji imunitni odpovéd’, jsou tumor nekrotizujici faktor-a (TNFa) a
interleukin-1B (IL). Diky nim také dochazi k produkci kyseliny arachidonové, aktivaci
komplementu a neutrofilii, expresi integrinti, produkci oxidu dusnatého, zvyseni
prokoagulacéni aktivity endotelidlnich bunék a genové expresi adheznich molekul (Pricha,
2015). Souhra pro- a protizanétlivych mediatori slouZi k fizeni imunitni odpovédi. Pokud
nedojde k lokalizaci patogenii, dochazi k translokaci patogenti do krevniho ob&hu a rozvoji
SIRS, jez je spojena s MODS a naslednou smrti. Timto zpisobem tedy dochazi k rozvoji
sepse. Prubéh sepse u novorozence je odlisny od priabéhu u dospélého ¢loveéka. Novorozenci
maji odliSnou jak vrozenou a adaptivni imunitni odpovéd na infekei, tak i postnatalni
dynamiku mediatora infekce.

1.4 Diagnostika sepse

Diagnostika, a to zejména u PNN, je obtizna z divodu nespecifickych a variabilnich
klinickych ptiznaki. VSeobecné lze fici, Ze sepse se da diagnostikovat tfemi rlznymi
zpusoby: na zakladé klinickych pfiznakti, pomoci mikrobidlni kultivace vzorku krve a

pomoci laboratornich markera.
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1.4.1 Klinické priznaky
Klinickymi ptiznaky pocinajici sepse muze byt teplotni instabilita projevujici se hypotermii

nebo hypertermii. Déle se mtze projevovat Spatnym prokrvenim periferii, coz lze pozorovat
na prodlouzeném kapilarnim navratu delS$im nez dvé sekundy. Kize byva bleda, chladné a
nejcastéji dochazi k cyanoze. Pokozka mize mit mramorovanou kresbu. Na klizi se mohou
objevit petechie, ikterus, exantém ¢i pustulky. Z respira¢nich potizi je nejvice specificky
respiracni distress syndrom. Jednd se o dechovou tisefi novorozence zpisobenou
anatomickou a funk¢ni nezralosti plic s nedostatkem surfaktantu. Toto je typické u PNN.
Ptiznakem dechové tisné je tachypnoe, dyspnoe a miize také dochazet k apnoickym pauzam.
Castym piiznakem je takzvany grunting, co je zvukovy fenomén zpisobeny vydechem
proti uzaviené hlasivkové §térbiné napomdhajici udrzeni funkéni rezidualni kapacity plic.
Z neurologickych projevii lze pozorovat kiece, letargii, svalovou hypotonii nebo
hyperexcitabilitu. Novorozenec mlze mit také gastrointestinalni potize, kvuli kterym muze
dochazet k potizim s krmenim. Novorozenec s t€émito potizemi netoleruje stravu a casto
zvraci. K centralnim obéhovym potiZzim patii bradykardie, tachykardie a hypotenze (Gerdes,
1991; Stranak, 2015; Rabasova, 2015).

1.4.2 Mikrobiologicka diagnostika sepse
Za zlaty standard v diagnostice sepse je povazovana mikrobiologicka kultivace vzorku

krve, tzv. hemokultura. V nékterych ptipadech se provadi kultivace vzorku mozkomisniho
moku, moci nebo stérti a vytéra ze slizni¢nich povrchi. Dilezité je, aby byl vzorek krve
odebran pfed zahajenim antimikrobialni terapie, jinak by vysledek mohl byt falesné
negativni. U dospé€lého ¢lovéka se standardné odebira 10 ml krve do dvou hemokultivaénich
nadobek po 5 ml. Jedna je urend pro aerobni a druhd pro anaerobni kultivaci. U
novorozencu se zpravidla odebira 1 ml krve. Hemokultivaéni nadobky jsou vlozeny do
kultivatoru, kde je udrzovana stala teplota 37 °C. Po pomnoZeni bakterii je obsah lahvicky
vyockovan na tuhou kultivacni pidu. Zaroven je také provadéna kultivace stéru z kize
pacienta v misté odbéru krve pro vylouceni falesné pozitivity. Vykultivované bakterialni
kmeny jsou identifikovany a je stanovena jejich citlivost na antibiotika. Pozitivni vysledek
tedy potvrzuje piitomnost bakterii v krvi. Diky znalosti ptivodce infekce mize byt nasledné
zahajena specificka antibioticka terapie. Tento postup je v souladu s praxi ve fakultni
nemocnici (FN) Olomouc .

V detekci patogenti se jevi perspektivni pouziti metod molekularni genetiky S vyuzitim
polymerazové fetézové reakce a sekvenovani. Nové se vsak Vv mikrobiologickych
laboratofich dostava do popfedi vyuziti diagnostického néstroje oznafovaného jako

MALDI/TOF MS. Jedna se o spektrofotometrickou metodu zaloZzenou na laserové
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desorpci/ionizaci za ucasti matrice. Je to rychly a spolehlivy diagnosticky nastroj s vysokou
propustnosti pro identifikaci mikroorganismti. Diky této metod€ je mozné zkratit Cas
potiebny k detekci a identifikaci patogent na pouhych 24 hodin (Dingle, 2013).

| pies standardni pouzivani ma tato metoda zna¢na negativa. Jednou z nevyhod je dlouha
detekéni doba. Na vysledek hemokultury se fadové ¢eka 24-72 hodin. VEasna diagnostika
zejména u PNN je zasadni, protoZe U novorozencti muze byt nastup sepse akutni a klinicky
prubéh se mize rychle zhorsit. Citlivost kultiva¢nich metod je ¢asto nizka. Divodem je
antibioticka terapie matek v perinatalnim obdobi za Gi¢elem sniZeni rizika vzniku infekce.
Soubéznym negativnim faktorem je kombinace malého objemu vzorku krve a v ném nizkého
poctu bakterialnich kolonii (Chirico, 2011). Obecné u novorozenci a zvlasté pak u
novorozencl s velmi nizkou porodni hmotnosti je problém s odebranim dostatecného
objemu krve. Naptiklad pokud by bylo k hemokultivaci pouzito 0,5 ml krve S nizkym
poctem kolonii, piiblizn¢ v 60 % piipadi by byl vysledek falesné negativni. (Schelonka,

1996). Z tohoto diivodu je doporu¢ovan odbér nejméné 1 -2 ml krve.

1.4.3 Laboratorni markery
Laboratorni diagnostika sepse piesahuje do rtiznych obort, jimiz jsou hematologie, klinicka

biochemie, imunologie, molekularni biologie a dfive zminéna mikrobiologie. Byly jiz
publikovany a testovany stovky biomarkerti sepse a tato snaha o nalezeni vhodného markeru
neustale pokracuje. V soucasné dobé neexistuje validni test, ktery by umoznil jeji
jednozna¢nou diagnostiku (Singer, 2016). Sepse je velice komplexni d¢j a na jeji prubéh ma
vliv spousta faktorti. Z toho diivodu neni jeji diagnostika a celkové management tohoto
onemocnéni jednoduchy. Idealni marker pro stanoveni sepse by mél mit vysokou senzitivitu,
specificitu a negativni prediktivni hodnotu blizici se ke 100 %. Pozitivni prediktivni hodnotu
pak vétsi nez 85 %. MEl by byt ¢asnym markerem, ktery by rozlisil novorozence s infekci
idealné pted klinickou manifestaci sepse nebo soubézné s ni. Podle jeho dynamiky by se mél
dat rozpoznat vyvoj nemoci a reakce na antibiotickou terapii. U jednotlivych markert se
musi také brat ohled na jejich postnatalni fyziologickou dynamiku. Dilezité je, aby takovy
marker mél definovanou optimalni cut-off hodnotu. Vysetieni by mélo byt pfedevsim rychlé,
jednoduché a finanéné dostupné. S ohledem na skupinu PNN by vysetieni mélo byt
proveditelné z malého mnozstvi vzorku krve (Ng, 2015). Stanoveni referen¢nich intervald a
cut-off hodnot v novorozeneckém obdobi neni jednoduché, protoze v souvislosti
s gestatnim stafim a postnatalnim vékem probihd mnoho fyziologickych adaptacnich zmén.
V tomto smyslu nelze brat novorozence jako malé déti, natoz jako malé dospéelé (Chiesa,
2011).
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Béznym screeningovym vySetfenim je stanoveni krevniho obrazu, diferencialniho
rozpoctu leukocytt, absolutniho poétu neutrofild a uréeni tzv. I/T indexu, coz je pomér poctu
nezralych forem neutrofil vic¢i vSem neutrofilim. Jejich vyuziti v diagnostice NS bylo
hodnoceno v mnoha studiich. Obecné vykazuji omezenou pfesnost S Sirokym rozsahem
senzitivity a specificity (Chirico, 2011). Avsak nizka hodnota poc¢tu leukocytd a neutrofili
spolu s vysokym I/T indexem jsou spojovany s vyssi pravdépodobnosti pfitomnosti infekce.
(Hornik, 2012) Mezi nejvice rozsifené markery sepse, které se rutinné pouzivaji, patii CRP,
PCT a nékteré¢ z cytokinii, napiiklad IL6 a IL8. Existuje mnoho dalSich biomarker, které
jsou testovany a hodnoceny ve vyzkumnych pracich. Prikladem muzZe byt sérovy amyloid A,
lipopolysacharid vazajici protein, TNFa, hepcidin, CD11f (Sharma, 2017). Jednim z nich je
I marker CD64, ktery je predmétem této prace.

1431 C-reaktivni protein
Jedna se o cyklicky protein sloZeny z péti identickych nekovalentné vazanych podjednotek

a fadi se mezi proteiny akutni faze. Je jednim znejvice prostudovanych a rutinné
pouzivanych markerti infekce. Byl objeven vroce 1930 Williamem S. Tillettem a
Thomasem Francisem u pacientti s pneumokokovou pneumonii. (Tillett, 1930).

C-reaktivni protein je produkovan jaternimi hepatocyty a jeho tvorba je stimulovana
zejména IL-6, dale pak IL-1 a TNFa. Jednim z hlavnich ligandt pro CRP je fosfocholin,
Ktery je soucasti teichoové kyseliny u grampozitivnich bakterii a lipopolysacharidi u
gramnegativnich bakterii. C-reaktivni protein se vaze na povrchové struktury
mikroorganismd, ale i na membranové struktury apoptotickych, nekrotickych a poskozenych
bunék. Ma schopnost aktivovat systém komplementu klasickou i alternativni cestou, jehoz
hlavni funkci je opsonizace patogenil, Chemotaxe a osmoticka lyza. Dale CRP aktivuje
monocyty a makrofagy a stimuluje produkci prozanétlivych cytokint (Peisajovich, 2014).

Obecné pouzivanymi cut-0ff hodnotami u novorozenct je hodnota CRP 5 mg/1 prvni
den a dale 10 mg/l. Biologicky poloc¢as oznacovany Ti je dle Vigushin et al. u CRP
19 hodin (Vigushin, 1993). Jeho plazmaticka koncentrace se zacina zvySovat po 6 -12
hodinach po zanétlivém podnétu. K maximu produkce dochazi po 24 -48 hodinach (Pévoa,
2002). Z tohoto divodu je CRP povazovan za pozdni marker infekce. Oddaleny pocatek
syntézy CRP v pribéhu zanétlivé odpovédi je davodem nizké senzitivity v Casné fazi
infekce, a jeho vyuziti v diagnostice ¢asné sepse je tak sporné (Hofer, 2012).

Vysledkem studie autorti Benitz et al. je, ze pokud je hladina CRP meéfena sériove
(nejprve na pocatku, nasledné po 8 -24 hodinach a poté 24 hodin od druhého méteni) a
pretrvavaji normalni hodnoty, poukazuje t0 na nepfitomnost infekce. Uvedend negativni

prediktivni hodnota v sérii tfi po sobé jdoucich méfeni byla okolo 99 %. Pokud je eliminovan

16



infek¢ni podnét, dochazi k rychlému poklesu hodnot CRP. Sériové méfeni hladiny CRP by
tedy mohlo byt pouzito pro sledovani prubehu zanétu a piipadné pro bezpecné ukonceni
podavani antibiotik (Benitz, 1998).

Na nékteré otazky je vSak dosud nejasna odpovéd’. Jednou z nich je jaky vliv ma na
postnatalni fyziologickou dynamiku CRP gesta¢ni a postnatalni vék. Zda se, Ze koncentrace
CRP se u neinfikovanych novorozencti zvySuje béhem né¢kolika prvnich dni. Ve studii
Ishibashi et al. byly sériové méfeny koncentrace CRP. Bylo zaznamenano, Ze hodnoty se od
narozeni exponencialné zvysily, maxima (okolo 10 mg/l) dosahly béhem 48 hodin a pak
postupné klesaly k normalnim hodnotam, za které je povazovana koncentrace CRP pod
5 mg/l. Zajimavym zjisténim byl rozdil mezi novorozenci narozenymi pfirozenou cestou a
cisafskym fezem. U novorozenct narozenych cisafskym fezem byly signifikantné nizsi
maximalni koncentrace CRP, coz dle autori naznacuje, ze fyzicky stres pii porodu miize
souviset s velikosti zvyseni CRP (Ishibashi, 2002). V souvislosti s témito poznatky byla
publikovana studie autorti Chiesa et al., ktera potvrzuje, Ze u zdravych PNN je nizsi a kratsi
odpovéd” CRP v porovnani se zdravymi, terminoveé narozenymi novorozenci. Tento rozdil
takového mnozstvi nékterych proteini zahrnujicich CRP (Chiesa, 2011). Signifikantné nizsi
odpovéd’ CRP na infekci u PNN ve srovnani s terminové narozenymi novorozenci byla
zaznamenana ve studii autortt Hofer et al. Bylo zde navrzeno pouziti vékové specifickych
referenénich intervala (Hofer, 2011). Dalsi otazkou je, jaky maji neinfekéni podnéty vliv na
hladinu CRP. Existuji studie, které poukazuji na to, Ze ke zvySeni hodnot CRP mize dojit i
vlivem neinfek¢nich podnéti v prvnich dnech po narozeni. Zvysené hodnoty CRP byly
zaznamenany napiiklad v dusledku aspirace mekonia, ptedéasného odtoku plodové vody, po

aplikaci surfaktantu, tkanovém poskozeni ¢i operaci (Hofer, 2012).

1.43.2 Prokalcitonin
Prokalcitonin se fadi mezi proteiny akutni faze. Jedna se o protein o velikosti 14 kDa slozeny

ze 116 aminokyselin. Je produktem Calc-1 genu a poprvé byl popsan v roce 1984 (Le
Moullec). V poslednich letech se PCT stal jednim z vyznamnych biomarkerd v diagnostice
bakterialni infekce.

Za fyziologickych podminek je tvofen c-bunikami Stitné zlazy jako prekurzor hormonu
kalcitoninu. Narozdil od jinych prekurzorti ma vsak sam o sob¢ odlisnou biologickou funkci.
Po rozvoji systémové zanétlivé odpovedi v reakei na bakteridlni infekci byla zaznamenana
produkce PCT v imunokompetentnich buiikach, hepatocytech a po rozvoji sepse i u ostatnich
bunék (Meisner, 2002). Produkce PCT je stimulovana bakteridlnimi endotoxiny a
prozanétlivymi cytokiny. U virovych infekci je vzestup PCT minimalni. Jeho biologicky
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vyznam a funkce nejsou prozatim zcela objasnény. Je spojovan s imunomodulacni funkci a
popisovan jako souc¢ast prozanétlivé odpovédi vrozené imunity (Liu, 2015)

Fyziologicka koncentrace PCT u zdravych dospélych osob je mensi nez 0,2 ng/ml.
Hodnota vétsi nez 0,5 ng/ml je interpretovana jako abnormdalni a znacli pfitomnost
systétmového zanétu a pocinajici sepse. Lokalni bakteridlni infekce neptsobi vyznamny
vzestup PCT. Prednosti tohoto markeru je rychly vzestup po 2 -4 hodinach s maximem
produkce po 6 -8 hodinach. Zvysené hodnoty nasledné pietrvavaji po dobu 24 hodin. Diky
rychlému vzestupu je povazovan PCT za casny marker sepse (Whicher, 2001). U
novorozencl je vSak problémem jeho slozitda postnatdlni dynamika. Po narozeni
fyziologicky stoupa hladina PCT. Maxima dosahuje v prubé¢hu 18 -36 hodin (okolo
10 ng/ml) a nasledné postupné klesa na normalni hodnoty. Z tohoto divodu je obtizna
diagnostika EOS. Stejné jako CRP i hladina PCT muze byt ovlivnéna neinfekénimi podnéty.
Bylo také zjisténo, ze gestaéni v€k je jednim z faktort, které ovliviiuji hladinu PCT
(Aydemir, 2018).

V diagnostice LOS vykazuje dobrou senzitivitu i specificitu. Obecné je PCT povazovan
za sttedné dobry marker sepse a ve srovnani s CRP vykazuje vyssi senzitivitu i specificitu.
Pfi opakovaném méfeni je jeho negativni prediktivni hodnota vysoka. Toho se vyuziva ve
vedeni antibiotické terapie. Bylo také prokazano, ze PCT tuzce koreluje se zavaznosti

infekce. (Meisner, 2014)
1.4.3.3 Marker CD64

Jednim z moZnych pfistupli, jak diagnostikovat infekci a sepsi je sledovani zmén
povrchovych bunéénych markerti u bun€k podilejicich se na imunitni odpovédi organismu.
Marker CD64, znamy také jako Fc-gamma receptor I, je vysokoafinitni receptor pro
monomerické protilatky tfidy G. Jedna se o membranovy glykoprotein na povrchu neutrofilti
a monocytd (Pricha, 2015).

Za normalnich okolnosti je na neaktivovanych neutrofilech marker CD64 exprimovan
pouze slabé. Exprese CD64 je indukovana pomoci cytokind interferonu gamma (INF-y) a
granulocytarniho, kolonie stimulujiciho faktoru (G-CSF). Po stimulaci dochazi k vyraznému
zvySeni Cetnosti receptoru, a to az desetkrat. (Davis, 2014; Fjaertoft, 1999; Gericke, 1995).
Ve studii autord van der Meer et al. byla zkoumana kinetika exprese CD64 na povrchu
neutrofilti v pribéhu 22 hodin po intravenéznim podani E. coli lipopolysacharidd. Prvni
vzestup byl zaznamenan jiz po jedné hodiné a nasledné k dalSimu vzestupu doSlo po
6 hodinach (Van der Meer, 2016). Z toho také vyplyva vhodnost pouziti CD64 jako markeru
Casné faze infekce. Exprese CD64 se zda byt stabilni a nedochazi k vykyvim. Mira denzity
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receptoru CD64 a jeho zvySena exprese je spojovana s intenzitou cytokinovych stimul
(Hoffmeyer, 2003)

V jednotlivych studiich se se pomérné 1isi metody stanoveni markeru CD64. Nejcastéji
pouzivanym zpusoben je stanoveni tzv. indexu CD64 (Bhandari, 2008; Dilli, 2010; Soni,
2013; Zeitoun, 2010; Groselj-Grenc, 2009). Tento index je vypocitan jako pomér stiedni
intenzity fluorescence bun¢k a denzity receptoru (Icardi, 2009). Dalsim ¢asto vyuzivanym
zpusobem je stanoveni primérného poétu molekul protilatky s phycoerythrinem navazanych
na jednu bunku (Ng, 2002; Du, 2014; Lam, 2011). V nékterych studiich je pak marker CD64
hodnocen pomoci stfedni intenzity fluorescence, nebo jako procento pozitivnich bunék
(Genel, 2012; Layseca-Espinosa, 2002; Elawady, 2015).

Neutrofily jsou hlavni bunécnou slozkou nespecifické imunitni odpovédi a predstavuji
prvni linii obrany vii¢i patogennim mikroorganismim. Po rozpoznani bakterialnich antigenii
pomoci pfislusnych receptortt dochazi k jejich aktivaci. Jejich hlavni funkci je fagocytoza a
mohou vyvolat i tzv. oxida¢ni vzplanuti. Patogenni mikroorganismy jsou opsonizovany
pomoci IgG protilatek. Fc-gamma receptor vaze Fc doménu protilatky, a tim je usnadnén
cely proces fagocytozy. Protilatky IgG jsou jako jediné schopny prochazet pies placentalni
bariéru. K jejich aktivnimu transportu dochdzi na zacéatku tretiho trimestru téhotenstvi
(28. tyden) a diky tomu se uplatiiuji v antiinfek¢ni imunitni obrané i u PNN (Simister, 2003).
1.5 Mortalita a morbidita v novorozeneckém obdobi
I ptes znaény pokrok v oboru neonatologie, ktery se zabyva péc¢i o novorozence je mortalita
a morbidita v novorozeneckém obdobi celosvétové vysoka. Novorozenecka imrtnost (NU)
se nejcastéji vyjadiuje poftem zemielych na 1 000 Ziv€ narozenych novorozenci, tedy
v promilich. Celosvétové dle dat zroku 2017 je odhadovana NU pramémé na 18 %e.
V rozvojovych zemich, a to zejména v oblasti Subsaharské Afriky a jizni Asie, se NU
pohybuje primérné okolo 27 %o. V zemich s vys§im stfednim a vysokym piijmem je pramér
NU vyrazné niz§i a pohybuje se okolo 5 %o. Napiiklad v Severni Americe je primérna NU
3,6 %o. V zapadni Evropé je praimérna NU 2,3 %o (Hug, 2019). Ze studie autord Roth et. al.,
ktera se opird o data z Global Health Data Exchange, vyplyva, ze vroce 2017, kdy
celosvétoveé doslo k iimrti 3 milionti novorozenci, sepse byla pfi¢inou imrti okolo 20 %
z nich (Roth, 2018; Popescu, 2020). V Ceské republice (CR) je NU pomérné nizka. V roce
2018 dle Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR byla NU 1,6 %o. (Narozeni a
zemfeli do 1 roku 2018, 2019) Dle Ceské neonatologické spolednosti byla v roce 2018
infekce pii¢inou Gmrtnosti novorozenct z 35,3 % (Ceska Neonatologicka Spole¢nost,

c2011-2020).
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Na incidenci sepse v novorozeneckém obdobi se obecné podili hned nékolik faktord.
Jednim z nich je nizky gesta¢ni vék novorozence a S nim souvisejici také nizka porodni
hmotnost. Pokud dojde k porodu pted 30. gesta¢nim tydnem, tak je hladina transpacentarné
prenesenych matetskych IgG protilatek nizkéd. K tomu se také ptipojuje celkova nezralost a
nezkuSenost IS. Klize a sliznice pfedevsim traviciho traktu a dychacich cest maji v tomto
obdobi nedostatecnou ochrannou funkci. Negativnim faktorem je vysoky selekéni tlak
antibiotik, jehoz dusledkem je antimikrobidlni rezistence. Rizikovym faktorem je také
chorioamnitida, coz je pfitomnost zanétu v placenté a plodovych obalech. Riziko vzniku
infekce se zvySuje, pokud dojde k pfed¢asnému poruseni plodovych obalii a odtoku plodové
vody. Vliv maji také invazivni vykony a neefektivni hygiena rukou personalu (Stranak,
2015; Polin, 2008).

Ve vyspélych statech je sepse povaZovana za syndrom s pomémé nizkou incidenci,
avSak pokud k ni u novorozence dojde, riziko umrti je vysoké (Gerdes, 1991). Proto obavy
z nasledkt NS vedou v klinické praxi bézné k zahajovani antibiotické terapie i pti vzniku
nespecifickych klinickych ptfiznakt (Wagstaff, 2019). Naduzivani této terapie ovSem
s sebou piinasi i zna¢na negativa. Dusledkem je narlst rezistence mikroorganismi na
antimikrobidlni latky. Antibioticka terapie mé negativni vliv na mikrobiom novorozence a

bylo také prokazano zvySené riziko vzniku nekrotizujici enterokolitidy (Cotten, 2009).
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Novorozenecka sepse a dalsi novorozenecké infekce

)

Obr. 1 Mapa svéta znazoriujici Umrtnost novorozencli na novorozeneckou sepsi a dalsi
novorozenecké infekce V jednotlivych zemich vroce 2017. Pievzato a upraveno dle:
http://ihmeuw.org/52d4 ([Neonatal sepsis], 2015)

Vyvoj novorozenecké umrtnosti v CR v letech 1960-2018
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Obr. 2 Graf znazoriiujici vyvoj novorozenecké umrtnosti na uzemi Ceské republiky v letech 1960-
2018. Casna novorozenecka tmrtnost znadi, ze k umrti doslo do sedmi dnt od narozeni novorozence.
Novorozenecka umrtnost znaci, ze k tmrti doSlo do 28 den od narozeni novorozence. Prevzato a
upraveno dle: https://www.uzis.cz/res/f/008280/zdrroccz-2018.pdf (Zdravotnicka ro¢enka Ceské
republiky 2018, 2019)
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1.6 Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie je moderni bioanalytickd metoda, kterd se zabyva analyzou castic.
Tato pfistrojova metoda se vyuziva jak v klinické praxi, tak i ve vyzkumnych laboratofich.
Umoznuje kvalitativni a kvantitativni analyzu fyzikalnich a chemickych vlastnosti Castic.
Cilem je zjisténi jejich velikosti, denzity vnitiniho obsahu, poctu a individualnich vlastnosti.
Témito ¢asticemi jsou nejéastéji bunky zivo¢isného nebo i rostlinného pavodu. Lze také
analyzovat mnohem mensi ¢astice, jako jsou naptiklad viry, chromozomy ¢i fragmenty
DNA. Na povrchu nebo uvnitt analyzovanych ¢astic mohou byt na cilové struktury navazany
fluorescenéné znacené protilatky. Pro analyzu je nutné, aby se vzorek nachazel v suspenzi.
Idealni velikost analyzovanych ¢astic by méla byt v priméru od 1 do 30 pm. Pro dosazeni
relevantnich vysledkii by analyzovana suspenze méla obsahovat okolo 10°-10° &astic.
V klinické praxi je nejCastéj$im materidlem krev, aspirat kostni diené, suspenze bunék
piipravené z tkani nebo bunééné kultury (Shapiro, 2003).

Priatokovy cytometr se sklad4 z nékolika kli¢ovych komponent. Je to systém fluidiky,
opticky systém, vypocetni systém a mize byt zafazen i sortovaci modul. Systém fluidiky
zajistuje transport bunék do méfici cely. Opticky systém se sklada ze zdroje zafeni a
optickych cest, které vedou signal k detektoriim. Vypocetni systém pak zpracovava signal
Z detektori a umoziluje ménit parametry méteni. Zarovenl také zpracovavd a uchovava
naméfena data, ktera je nasledné mozné hodnotit. Sortovaci modul mize byt specialni
soucasti pratokového cytometru. V realném Case dokédze izolovat cilovou populaci bun¢k
z analyzovaného vzorku (Cibicek, 2014).

Po umisténi zkumavky se vzorkem do pritokového cytometru je vzorek s bunikami
nasavan a pomoci systému fluidiky je unasen nosnou kapalinou do méfici cely. Pro analyzu
je dilezité, aby méticim bodem prosla vzdy jedna bunka. Toho je docileno pomoci
hydrodynamické fokusace. Vytvoii se takzvané koaxidlni proudéni. Kombinovany proud
tekutiny se vzorkem a nosnou tekutinou prochazi konicky ztzenou sekci a tim je zajisténo,
7e méficim bodem projde vzdy pravé jedna bunika. V méficim bodé dochazi k interakci
buné¢k s monochromatickym svétlem. NejcastéjSim zdrojem svétla byvaji lasery ¢i UV
lampa. V momenté, kdy burika prochazi paprskem, dochazi k rozptylu. Rozptylené svétlo
dopadajici na detektor v roviné prochazejiciho svétla se nazyva ptimy rozptyl neboli forward
scatter. Jeho velikost odpovida povrchu analyzované castice. Rozptylené svétlo dopadajici
na detektor umistény kolmo na osu dopadajiciho paprsku se nazyva bo¢ni rozptyl neboli side
scatter. Jeho velikost v sobé odrazi vnitini strukturu a granularitu ¢astice. Pokud je Castice
znacena protilatkou s navazanym fluorochromem, po ozéieni svétlem piislusné vinové délky

dochdzi k excitaci fluorochromu a nasledné emisi zafeni o vyssi vinové délce. VSechny tyto
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ziskané signaly jsou nasledné pievadény na elektrické impulzy a pomoci pocitacového
softwaru zpracovany. K zobrazeni dat jsou vyuzivany razné grafické zdznamy. Ptikladem
takového zobrazeni je jednoparametrovy histogram. NejpouzivangjSim zobrazenim vsak
byva dvouparametrovy histogram zvany ,,dot plot®.

Velkou prednosti tohoto pfistroje je analyza velkého mnozstvi jednotlivych bunék
Vv kratkém Casovém useku. Klinicky vyznam této metody je velky a neustédle se rozviji jeji
aplikacni potencial. Nejveétsi uplatnéni ma v klinické hemato-onkologii, imunologii ale i
v molekularni biologii (Cibicek, 2014).

Vzorek -

Proud bunék

&
bt
o

Vypocetni systém

LLA. »

'

3

Obr. 3 Schéma zobrazujici zakladni komponenty prutokového cytometru. Pievzato a upraveno dle:
https://biotech.illinois.edu/flowcytometry (Pilas, b.r.)
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2 Experimentalni ¢ast
2.1 Cile prace

Cilem této prace je ovétreni hypotézy, zda existuje statisticky vyznamny vztah mezi expresi
markeru CD64 na neutrofilech a pfitomnosti sepse u skupiny PNN. Soucasti této prace je
popsani metodiky detekce markeru CD64 pomoci pritokové cytometrie. Vysledkem by pak
m¢élo byt stanoveni cut-off hodnoty u pacientii ve skupiné¢ EOS a LOS.
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3 Material a metodika
3.1 Biologicky material

Krevni vzorky byly ziskany odbérem periferni krve PNN hospitalizovanych na
Novorozeneckém odd¢leni Fakultni nemocnice Olomouc. Krev byla odebrana do
antikoagulac¢nich zkumavek Aquisel 0,5 ml s ethylendiamintetraacetatem tridraselnym
(KsEDTA). Vzorky byly ziskavany v ¢asovém obdobi od prosince 2018 do ledna 2020.
Celkové bylo analyzovano 81 vzorka krve PNN. V prvni skupiné pacientti byl v ramci
standardniho postupu pracovisté odbér proveden mezi 12. a 24. hodinou Zivota. Tito pacienti
byli zarazeni do skupiny EOS. Ve druhé skupiné€ pacientd byl odbér krve proveden v ramci
kontrolniho laboratorniho vySetieni nebo pfi podezieni na LOS. Tito pacienti byli zafazeni
do skupiny LOS. Odbér byl proveden kdykoliv, ale ne diive nez 72 hodin od narozeni. Pro
potieby tohoto experimentu nebylo tieba zvlastniho odbéru krve. VySettfeni byla provedena
z materialu ziskaného pro standardni analyzu dle zvyklosti pracovisté. Toto dopliujici
vySetfeni bylo provedeno s informovanym souhlasem stvrzenym zakonnymi zastupci ditéte.
3.2 Chemikalie a protilatky

Lyzac¢ni roztok BD FACS lyse; Becton Dickinson, USA

Anti-Hu CD3 APC; Klon UCHTZ1; Invitrogen,USA

Anti-Hu CD4 Pacific Blue™; Klon MEM-241; EXBIO Praha, a.s, CR

Anti-Hu CD8 PerCP-Cy™s5.5; Klon MEM-31; EXBIO Praha, a.s, CR

Anti-Hu CD45 Pacific Orange™; Klon HI30; EXBIO Praha, a.s, CR

Anti-Hu CD 15 FITC; Klon MEM-158; EXBIO Praha, a.s, CR

Anti-Hu CD64 PE; Klon 10.1; EXBIO Praha, a.s, CR

BD FACS Diva™ CS&T IVD Beads; Becton-Dickinson Bioscience, USA

3.3 Pristrojové a laboratorni vybaveni

Vortex Mixer 230V EU; Labnet International Incorporation, USA

Pipety s rozsahem 2 -200 ul; Eppendorf, Némecko

Davkovac Ceramus classic 1 -5 ml; Hirschmann, Némecko

BD FACS Canto™ Il Flow Cytometer; Becton-Dickinson Bioscience, USA

Analyticky software BD FACS Diva verze 8.0; Becton-Dickinson Bioscience, USA

3.4 Priprava vzorku

Vzorky byly zpracovany metodou Lyse no wash. Do plastové zkumavky (5ml polystyrenova
zkumavka s kulatym dnem o velikosti 12x75 mm) bylo napipetovano 3,5 pul z panelu
protilatek CD3, CD4, CD8, CD45, CD15 a CD64. Nasledn¢ bylo do zkumavky
napipetovano 50 pl nesrazlivé krve PNN. Obsah zkumavky byl promichan na vortexu.

Vzorek byl inkubovan ve tmé po dobu 10 minut pii laboratorni teploté 25 °C. Po uplynuti
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doby inkubace byly pomoci davkovace Ceramus classic ke vzorku pfidany 2 ml lyza¢niho
roztoku BD FACS lyse pro odstranéni erytrocytti. Obsah zkumavky byl opét promichan na
vortexu. Nasledné probihala lyze vzorku ve tmé& po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté

25 °C.

3.5 Priitokova cytometrie
3.5.1 Analyza vzorku

Ptipravené vzorky byly analyzovany metodou vicebarevné pritokové cytometrie.

Pomoci protilatek proti CD3, CD4, CDS8, CD45, CD15 a CD64 bylo provedeno urceni a
kvantifikace danych povrchovych bunécnych markeri. Analyza byla provedena na
pratokovém cytometru BD FACS Canto™ I za pouziti analytického softwaru FACS Diva
verze 8.0. K analyze dat bylo ziskano minimalné¢ 50 000 udélosti v gatu granulocyta.
Vysledkem bylo stanoveni procentudlniho zastoupeni cilové populace CD647/CD15".
Ovéfeni pozitivity bylo provedeno pomoci medianu fluorescencni intenzity. Ziskana data
statisticky zpracoval RNDr. Tomas Fiirst, Ph.D. za pouziti softwaru MATLAB s vyuzitim

multivaria¢ni logistické regrese a Kruskal-Wallis testu.

3.5.2 Vnitini kontrola kvality
Prittokovy cytometr BD FACS Canto™ Il byl po celou dobu méfeni v pravidelnych

intervalech kalibrovan. Pfistroj byl kalibrovan pomoci mikrosfér BD FACS Diva™ CS&T
IVD beads.

3.5.3 Gatovaci strategie
Pomoci protilatky anti CD45 byly oznaceny vSechny buriky bilé krevni fady. Protilatka anti

CD15 nam oznacila vSechny neutrofily, eozinofily, monocyty a mastocyty. Antigen CD15
neni exprimovan na lymfocytech. Protilatka anti CD64 nam oznacila monocyty a neutrofily.
Antigen CD64 je stabilné exprimovan pouze na monocytech, jejich tkanové formé
makrofazich a ¢aste¢n€ i na neutrofilech. U neutrofilli v§ak po indukci INF-y a G-CSF
dochazi k n€kolikanasobnému zvyseni jeho denzity. Cilem tohoto méfeni bylo sledovani
dvojité pozitivity CD 64*/CD15" neutrofilt a stanoveni jejich procentualniho zastoupeni. Ve
scattergramu na osu x byla tedy promitnuta intenzita fluorescence protilatky anti CD15 a na
osu y pak intenzita protilatky anti CD64. V misté¢ predpokladaného vyskytu dvojité
pozitivnich neutrofilii byl vytvofen gate CD64*/CD15". Monocyty, které exprimuji antigen
CD64 vzdy, slouzily jako pozitivni kontrola. Na druhou stranu lymfocyty, které neexprimuji

antigen CD15 ani CD64 piedstavovaly negativni kontrolu.
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Obr. 4 Scattergram CD64 (PE-A) proti CD15 (FITC-A) s ukazkou gatovaci strategie; Cervené signaly
odpovidaji CD15* populaci monocyti. Zluté signaly odpovidaji populaci granulocytil. Fialové
signaly odpovidaji populaci lymfocytt. Tento scattergram je zaroven ukazkou vzorku, kde nebyly
nalezeny CD64*/CD15" pozitivni butiky. Jedna se 0 pacienta bez znamek sepse.
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Obr. 2 Scattergram CD64 (PE-A) proti CD15 (FITC-A). Ukazka nizkého zastoupeni CD64°/CD15*
pozitivnich bunék.
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Obr. 4 Scattergram CD64 (PE-A) proti CD15 (FITC-A). Ukazka vysokého zastoupeni CD64°/CD15*
pozitivnich buné€k. Jedna se o pacienta s potvrzenou sepsi.

3.6 Rozi‘azeni novorozencu do prislusné kategorie
Diagnostika a terapie novorozenct byla provadéna dle standardd pracovisté nezavisle na

vysledku prutokové cytometrie. U novorozencti bylo provedeno zakladni hematologické a
biochemické vysetfeni. Pied zahajenim antibiotické terapie byl také odebran vzorek na
mikrobiologické vysSetfeni. Na zakladé téchto vySetfeni byli novorozenci zatazeni do
ptislusné kategorie:

I. Sepse jista— pozitivni hemokultura, laboratorni 1 klinické ptiznaky

I1. Sepse pravdépodobna— negativni hemokultura, pozitivni laboratorni ¢i klinické ptiznaky

I1l. Sepse neptitomna— negativni hemokultura, laboratorni i klinické pfiznaky
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4 Vysledky

4.1 Casna sepse
V této skupiné bylo analyzovano 27 vzorkid. U jednoho pacienta se jednalo o sepsi jistou.

Pomoci hemokultury byla prokazana piitomnost E. coli. Pravdépodobnou sepsi mélo Sest

pacientli. U 20 pacientl se neprojevily zadné znamky infekéni komplikace.

EOS: kruskal-wallis test p-value = 0.00010595
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Obr. 5 Box plot znazoriujici procentualni zastoupeni CD64*/CD15* neutrofilti u pacientd ve skupiné
EOS - sepse neptitomna (n=20); sepse pravdépodobna (n=6) + jista (n=1). Cut-off hodnota v grafu
vyznacena ¢ervenou linii byla stanovena na 10 %.

Z vysledného grafu vyplyva vyznamnd asociace markeru CD64 s vyskytem EOS u
PNN. Jak Ize vidét z grafu, hodnoty markeru CD64 u pacienti se sepsi pravdépodobnou

nebo jistou se horizontalné zcela oddé€luji od hodnot pacientd, u kterych k sepsi nedoslo.
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4.2 Pozdni sepse

V této skupiné bylo analyzovano 54 vzorki. U dvou pacientii se jednalo o sepsi jistou. U
téchto pacienti byla pomoci hemokultury prokazana piitomnost bakterii E. coli a
Staphyloccoccus aureus. Pravdépodobnou sepsi mélo 11 pacientd. U 41 pacientd se

neprojevily zadné znamky infek¢éni komplikace.

LOS: kruskal-wallis test p-value = 6.6584.-005
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Obr. 6 Box plot znazornujici procentualni zastoupeni CD647/CD15" u pacientd ve skupiné¢ LOS —
sepse nepiitomna (n=41); sepse pravdépodobna (n=11) + jista (n=2). Cut-off hodnota v grafu
vyznacena ¢ervenou linii byla stanovena na 10 %.

Z vysledného grafu vyplyva vyznamna asociace markeru CD64 s vyskytem LOS u
PNN. Jak lze vidét z grafu, hodnoty markeru CD64 u pacientl se sepsi pravdépodobnou

nebo jistou se horizontaln¢ zcela odd€luji od hodnot pacientt, u kterych k sepsi nedoslo.
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4.3 Casna a pozdni sepse
Celkové bylo analyzovano 81 vzorkit PNN. U tii pacientd je jednalo o sepsi jistou.

Pravdépodobnou sepsi mélo dohromady 17 pacientii. U 61 pacientll se neprojevily zadné

znadmky infek¢ni komplikace.

EOS + LOS; kruskal-wallis test p-value =10-11
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Obr. 7 Box plot znazoriujici procentualni zastoupeni CD64*/CD15* neutrofilti u pacientd ve skupiné
EOS a LOS - sepse nepiitomna (n=61); sepse pravdépodobna (n=17) + jista (n=3). Cut-off hodnota
Vv grafu vyznacend Cervenou linii byla stanovena na 10 %.

Asociace hodnot markeru CD64 s vyskytem u EOS a LOS je vyznamna. Jak lze vidét
z grafu, hodnoty markeru CD64 u pacienti se sepsi pravdépodobnou nebo jistou se

horizontaln¢€ zcela odd€luji od hodnot pacientt, u kterych k sepsi nedoslo.
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Obr. 8 Graf znazornujici zavislost markeru CD64 proti CRP a jejich vytéznost v diagnostice
EOS + LOS. Zelené vyznacené body piislusi pacientim bez sepse (n= 16; EOS n=5; LOS n=11).
Fialové vyznagené body znaéi pacienty s pravdépodobnou sepsi (n=7; EOS n=4; LOS n=3). Cervend
vyznacené body prislusi pacientiim se sepsi jistou (n=2; EOS n=0; LOS n=2)

Jak muzeme vidét z grafu, pacienti se sepsi jistou nebo pravdépodobnou se u markeru
CD64 pii cut-off hodnoté 10 % vertikalné zcela oddé€luji od pacientti bez sepse. U markeru
CRP tomu tak neni. Pokud byl odbér krve proveden do 24 hodin od narozeni, je cut-off
hodnota markeru CRP 5 mg/l. Pti pozdé&jsim odbéru je cut-off hodnota CRP 10 mg/l. Jak je
vidét z grafu, marker CRP nebyl schopny vertikalné oddélit pacienty bez sepse a pacienty se
sepsi jistou nebo pravdépodobnou. Hodnota markeru CRP vsak byla dostupna pouze u 25

pacientl a proto neni mozné tyto markery adekvatnim zptisobem porovnat.
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Ze vSech dostupnych markeri (WBC,NE, IG, ICIS skore) krom¢ markeru CD64 byl
pomoci multivaria¢ni logistické regrese vytvoren nejlepsi mozny prediktor. Tento prediktor

nabyva hodnot od 0 do 1 a vyjadiuje pravdépodobnost, ze dany novorozenec bude mit sepsi.
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Obr. 9 Graf znazorfujici procentualni zastoupeni CD64*/CD15" proti nejepSimu prediktoru u
pacientd ze skupiny EOS a LOS. Zelené vyznafené body piislusi pacientim bez sepse (n= 61).
Fialové vyznacené body znadi pacienty s pravdépodobnou sepsi (n=17). Cervené vyznaéené body
prislusi pacientim se sepsi jistou (n=3).

Pokud by vytvofeny prediktor fungoval dobie, vSechny zelené body vyjadiujici
nepiitomnost sepse by byly umistény vlevo. Na druhé strané¢ vpravo by pak byly umistény
fialové a Cervené body. Jak je vidét z grafu, tento prediktor od sebe nijak neodlisuje pacienty
bez sepse a pacientu s pravdépodobnou nebo jistou sepsi. Oproti tomu je vidét, Ze marker
CD64 funguje vyborné. Fialové a Cervené body ptedstavujici pacienty s pravdépodobnou a
jistou sepsi se vyznaéné horizontalné oddéluji od skupiny zelenych bodi predstavujicich
pacienty bez sepse. Jako délici cut-off hodnota byla vypoctena hodnota 10 %. Tato hodnota
znali procentudlni zastoupeni CD64"/CD15" bunék v gatu granulocytll. VSechny zelené
body se nachazeji pod 10 % a vSechny fialové a Cervené body se nachazeji nad 10 %.
Senzitivita a specificita tohoto testu je tedy 100 %. Hladina vyznamnosti a. byla nastavena
na 0,05. P-hodnota tohoto testu se rovna nule. Rozdil hodnot markeru CD64 mezi zdravymi
novorozenci bez sepse a novorozenci s pravdépodobnou nebo jistou sepsi je tedy statisticky

vyznamny.
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5 Diskuze
Sepse je patofyziologicky proces, ktery je ptiliS komplexni na to, aby mohl byt popsan

jednim testem. Z tohoto diivodu je zde neustala snaha o hledani vhodnych markert sepse,
které by napomohly k jeji véasné diagnostice, sledovéani pribéhu a odpovédi na 1é¢bu. Casna
diagnostika je jednim z kli¢ovych boda pro snizeni mortality a Gispé$nou 1é¢bu. Pfedmétem
této prace je stanoveni markeru CD64 a zhodnoceni jeho vyuziti v diagnostice sepse u PNN.
PtfedCasné¢ narozeni novorozenci jsou velmi specifickou skupinou. Co se laboratorni
diagnostiky tyce, postnatalni dynamika jednotlivych markerd byva komplikovana a
nejednoznacnd. Problémem je i odbér dostatecného mnozstvi krve. Pii hledani vhodného
markeru sepse, a i nasledném hodnoceni vysledkii, je nutné brat na tyto skute¢nosti ohled.

Vysledkem této prace je 100% senzitivita i specificita pouzitého testu. Cut-off hodnota
markeru CD64 byla stanovena na 10 %. Tato hodnota vyjadiuje procentualni zastoupeni
subpopulace CD64 pozitivnich neutrofilu v gatu granulocytt. Dilezité je zminit, Ze tato
metoda stanoveni markeru CD64 je odliSna od standardné pouZivanych. U vSech pacientli
S pravdépodobnou nebo jistou sepsi byla namétend hodnota vétsi nez 10 %. Zaroven u vSech
pacientd, u kterych se neprojevily zadn¢ zndmky infekéni komplikace, byla vzdy naméfena
hodnota markeru CD64 mensi nez 10 %. Takto tomu bylo u vSech PNN zafazenych ve
skupin¢ EOS i LOS. Vysledek statistické analyzy tedy jasné poukazuje na vyznamnou
asociaci hodnot markeru CD64 vyssich nez 10 % s piitomnosti pravdépodobné ¢i jisté sepse.

V poslednich letech Vv literatufe pfibyva dikazi o moznosti vyuziti markeru CD64
v diagnostice NS jak u terminov¢, tak u pred¢asné narozenych novorozencu (Genel, 2012;
Du, 2014; Dilli, 2010; Bhandari, 2008; Soni, 2013; Lam, 2011; Streimish, 2014; Elawady,
2015; Ng, 2002). Tyto studie potvrzuji signifikantni nartst exprese CD64 u novorozencu se
sepsi a shoduji se v nazoru, ze se jedna o Casny markerem infekce. Jako pfinosna se jevi
kombinace markeru CD64 s dalsimi pouzivanymi markery jako je naptiklad CRP, PCT ¢i
IL6, kdy vysledkem je pak zvySeni senzitivy a specificity. Celkové vysledky téchto studii
jsou vSak nejednoznacné. Jednotlivé prace 1iSi v pouZiti metod stanoveni markeru CD64.
Z toho vyplyvaji i odlisné cutSoff hodnoty. Ty se vSak vyrazné lisi i u studii pouzivajicich
stejnou metodiku. V této praci bylo dosazeno srovnatelnych vysledki s praci autord Halek
et. al, kde se jako idealni cut-off hodnota markeru CD64 u PNN jevila 13 %. Data pouzita
pro tuto studii vsak byla ziskana ve shodnych pracovistich s touto praci. Analyza byla pouze
provedena na jiném datovém souboru s pouzitou mirn¢ odlisnou metodikou ptipravy vzorki
(Halek, 2018).

Na toto téma byly publikovany tii meta-analyzy tykajici se NS zahrnujici jak terminové,
tak 1 pred¢asn¢ narozené novorozence (Shi, 2016; Dai, 2017; Song, 2019). Ve svych
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zavérech se vSak tyto meta-analyzy neshoduji. V meta-analyze autort Shi et. al se vysledna
sdruzena senzitivita (0,77; 95% CI: 0,74-0,79) a specificita (0,74; 95% CI. 0,72-0,75)
markeru CD64 v porovnani s PCT a CRP jevila nizsi. V zavéru je samostatny marker CD64
hodnocen jako nepostacujici. Neni zde vSak vylou¢ena moznost jeho kombinace s dal§imi
markery. (Shi, 2016). Oproti tomu v praci autorti Dai et. al je marker CD64 hodnocen jako
ptinosny ([senzitivita 0,80; 95% CI: 0,69-0,88]; [specificita 0,83; 95% C1:0,71-0,90]). Je zde
také poukazano na moznost vyuziti jeho vysoké negativni prediktivni hodnoty (Dai, 2017).
Z vysledku meta-analyzy autort Song et. al vyplyva, ze pokud je hodnocen marker CD64
v kombinaci s CRP dochazi ke zvyseni senzitivity (0,95; 95% CI: 0,86-0,98) i specificity
(0,86; 95% CI: 0,74-0,93) (Song, 2019). Mezi jednotlivymi studiemi zafazenymi do téchto
meta-analyz byla vSak zaznamenana signifikantni heterogenita. Shi et. al uvadi, ze zdrojem
heterogenity je kombinace dat pfedéasné a terminové narozenych novorozencu a dale také
kombinace dat novorozenct se sepsi jistou a klinickou. Dle Dai et al. k heterogenité pfispiva
pouzivani odli$nych kritérii pro stanoveni sepse. Casto neni mozné také zjistit, zda se jedna
0 novorozence s EOS nebo LOS a nejsou rozliSovany jednotlivé skupiny piedCasné a
terminove narozenych novorozenct. Neni tak bradna v potaz odliSna dynamika onemocnéni.
Byl zde také zaznamenan publika¢ni bias.

Vysledky této prace poukazuji na vyznamnou asociaci hodnot markeru CD64
s vyskytem NS jak u EOS, tak u pacientt s LOS. Tyto vysledky vSak neni mozné nijak
zobectiovat. Datovy soubor, na némz byla analyza provedena je piili§ maly a vyskyt
novorozencu s jistou nebo pravdépodobnou sepsi byl nizky. Pouzitd metoda stanoveni
markeru CD64 je odlisna od standardné pouzivanych metod, a tudiz neni zcela mozné piimé
porovnavani vysledkii. Zajimavé by mohlo byt porovnani jednotlivych metod mezi sebou
s hodnocenim jejich vytéznosti v diagnostice sepse. Dale nebylo mozné porovnat v této praci
vytéznost markeru CD64 s dalSimi markery sepse jako napiiklad CRP, PCT. U vétSiny
vzorkll totiZ nebyly tyto hodnoty naméfeny. Na prvni pohled zjiSt€na extrémné vysoka
senzitivta i specificita vysledku ptisobi piekvapivé a velkolepé. Nasleduji ale pochybnosti o
pravdivosti téchto vysledkid. Z tohoto divodu poskytl RNDr. Martin Novak, Ph.D. jako
vedouci této prace a odborny pracovnik V laboratofi prutokové cytometrie Hemato-
onkologické kliny FN Olomouc slovni komentatr k vysledku: ,,Zjist€na extrémné vysoka
senzitivita 1 specificita vysledku je sice velmi potéSujici, nicméné je nepravdépodobné, ze
takto idedlni vysledek bezezbytku odpovidal realit€¢ klinické praxe. S nejvetsi
pravdépodobnosti se na ném podili jednak relativné nizky pocet vySetfenych vzorki a rovnéz
je pravdépodobna ptitomnost vybérového bias, zplisobeného vybérem vzorkl zaméstnanci
Novorozeneckého oddéleni. Na druhou stranu, feSitelské pracovisté se problematikou
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cytometrické detekce sepse dlouhodob¢ zabyva a piedchozi publikované vysledky detekce
znaku CD64 u déti, dospélych i kriticky nemocnych a transplantovanych pacientti vykazuji
senzitivitu 1 specificitu blizici se 100%. V budoucnu je planovano ovéfit vysledek formou
rozsahlé prospektivni studie “ (Gstni sdéleni, Martin Novak, Hemato-onkologicka klinika
FN/LF Olomouc, 28.5.2020).

Pritokova cytometrie je bioanalytickd metoda s Sirokym aplikaénim potencidlem.
V diagnostice sepse ma své vyhody i nevyhody. Velkou piednosti a to predevsim u PNN je,
ze pro stanoveni vysledku je zapotifebi minimalniho objemu krve. Standardné je pro analyzu
dostacujici mnozstvi 50 pl krve. Stanoveni tak mtze byt napiiklad provedeno ze vzorku
urceného k analyze krevniho obrazu a diferencidlniho rozpoctu leukocytt. Dale v porovnani
s hemokulturou, ktera je povazovana za ,zlaty standard“ Vv diagnostice sepse, je
jednoznacénou vyhodou kratké detekéni doba. Na vysledek hemokultury se fadové ceké 48-
72 hodin. Oproti tomu vysledek analyzy pomoci prutokového cytometru mize byt dostupny
jiz do 4 hodin od odebrani vzorku. Analyza vzorkii pomoci této metody je vSak vétSinou
moznad pouze na specializovanych pracovistich a vyzaduje odbornou znalost obsluhy.
Moznost ziskani vysledku z analyzy na pritokovém cytometru je tedy prozatim dostupna

pouze Vv pracovnich dnech ve standardni pracovni dob¢.
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6 Zavér
Tato prace byla zaméfena na stanoveni markeru CD64 a jeho vyuziti v diagnostice
novorozenecké sepse u pied¢asné narozenych novorozenct.

Marker CD64 je vysokoafinitni receptor pro monomerické IgG protilatky. Po invazi
patogenti dochazi k aktivaci neutrofilti a zvySeni exprese tohoto receptoru na jejich povrchu.
Protilatky tfidy IgG opsonizuji patogenni mikroorganismy, ¢imz je nasledné¢ usnadnéna
jejich fagocytdza. Neutrofily diky receptoru CD64 na svém povrchu jsou schopné vazat
Fc konec IgG protilatek, a tim jsou pfimo zapojeny V antiinfekéni imunitni obrané
organismu.

V ramci teoretické casti byl nejprve definovan predCasné narozeny novorozenec.
Nasledné¢ byl zprostiedkovan pohled na vyvoj definice sepse a s ni souvisejicich pojmi. Dle
klinické manifestace sepse byla odlisena jeji ¢asna a pozdni forma. Byly zde uvedeny
nejcastéjsi puvodci jak EOS tak LOS a popsany imunitni mechanismy antiinfek¢ni obrany
organismu. Dale se teoreticka ¢ast prace zabyvala popisem moznosti diagnostiky sepse
s ohledem na skupinu novorozenci. V zavéru byla popsana metoda pratokové cytometrie,
pomoci které byly analyzovany ziskané vzorky.

V praktické casti bylo pomoci metody prutokové cytometrie stanoveno procentualni
zastoupeni subpopulace CD64 pozitivnich neutrofili v populaci CD15 pozitivnich
granulocytil. Celkové bylo analyzovano 81 vzorkli PNN. Vysledkem statistické analyzy je
vyznamna asociace hodnot markeru CD64 s vyskytem sepse jak u skupiny pacienti
s podezienim na EOS, tak u pacienti s ve skupiné LOS. Cut-off hodnota byla stanovena na
10 % a vysledna senzitivita specificita tohoto testu byla 100 %. Jak jiZ bylo zminéno
v diskuzi, vzhledem k okolnostem je nutné tento vysledek brat s uréitou rezervou. Nicméné
v kontextu s vysledky fesitelského pracoviste FN Olomouc dlouhodobé zabyvajiciho se
cytometrickou detekci sepse senzitivita a specificita markeru CD64 blizici se 100% neni
nerealna.

Tato metoda by tedy mohla byt ptinosem pro diagnostiku sepse u PNN zejména v ¢asné
fazi infekce a vyuzita jako dopliyjici informace pro stanoveni diagnézy. Vzhledem
k nizkému zastoupeni pacientd s jistou nebo pravdépodobnou sepsi je nutné do budoucna
soubor adekvatnim zplUsobem rozsifit. Pfinosnd by mohla byt soucasnd analyza dalSich
markert sepse jako napiiklad CRP, PCT, IL6. Mohla by tak byt porovnana jejich vytéznost

v diagnostice novorozenecké sepse a pripadné vyuzita jejich kombinace s markerem CD64.
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8 Seznam priloh
Priloha 1 Data pacientl s podezienim na EOS

Priloha 2 Data pacientl s podezienim na LOS
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Priloha 1

Tabulka €. 2: Data pacientt s podezienim na EOS

) . rok WBC Ne IG |CD64+/CD15+
pacient| pohlavi A9 9 5 CRP PCT status sepse
narozeni|(10°/L)|(10°/L) | (10°/L) (%)
1 m 2018 11,76 7,96 0,05 1,00 — — |nepfitomna
2 m 2018 24,24 4,22 0,50 4,20 2,60 — |nepfitomna
3 Z 2018 9,57| 391( 0,10 1,30 — |nepfitomna
4 Z 2018 630 | 260( 0,01 —
5 m 2018 520| 351( 0,02 —
6 m 2018 | 15558 | 9,05| 0,18 — |nepfitomna
7 m 2018 9,88 5,65 0,89 — |nepfitomna
8 z 2019 14,91 5,98 0,13 — |nepfitomna
9 m 2019 5,64 1,89 0,04 nepfitomna
10 m 2019 |11,52| 792| 0,13
11 Z 2019 9,12 | 466 0,07
12 i 2019 | 1621 886] 0,19
13 m 2008 | 17,52 | 12,77 | 0,10
14 Z 2019 753 | 321| 0,05
15 Z 2019 5,53 3,08 0,02 1,40 5,60 — |nepfitomna
16 m 2019 8,16 2,71 0,05 1,40 [ <0,6 — |nepfitomna
17 m 2019 6,86 3,13 0,06 2,30 — — |nepfitomna
18 Z 2019 7,45 4,27 0,05 1,50 — — |nepfitomna
19 Z 2019 12,23 7,27 0,09 2,40 — — |nepfitomna
20 m 2019 14,73 7,49 | 60,00 5,20 — — |nepfitomna
21 Z 2019 13,62 7,47 0,60 4,40 — — [nepfitomnd
2 | m | 209 [10a7] 471] oos SR — | — |oravdepodobna=hemokultura negativi ]
23 Z 2019 | 18,85| 12,68 | 0,72 060 — — |nepfitomna
24 m 2019 | 1586 | 6,82 | 0,24 030 — — |nepfitomnd
25 m 2019 | 11,18 | 4,65| 0,09 0,70 — — |nepfitomnd
26 m 2020 867 | 502| 0,06 010 — — |nepfitomnd
27 3 2020 9,48 5,45 0,06 0,10 — — |nepfitomna
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Priloha 2

Tabulka €. 3 Data pacientt s podezfenim na LOS

pacient | pohlavi rok ’ w;ac N9e IgG CD64+/CD15+| CRP PCT status sepse
narozeni|(10°/L)|(10°/L)| (10°/L) (%) (ng/mL)
1 i 2018 | 536| 0,80 0,01
3 m 2018 |10,60| 6,75| 0,25
4 i 2018 | 9,63 | 3,87| 0,10 020 — — | nepfitomna
5 i 2019 | 13,26 | 9,39| 3,70 0,90 | <0,6 — | nepfitomna
6 m 2019 | 10,00| 3,33| 0,16 1,50 | 0,60| — | nepfitomna
7 Z 2019 | 15,76 | 5,62 | 0,20 0,10 [ <0,6 — nepfitomna
8 m 2019 | 7,05| 2,50| 0,03 0,20 <06 — | nepfitomna
9 m 2019 | 155| 517 | 0,03 0,10 | 2,10 0,21 | nepfitomna
10 m 2019 |11,37| 7,28]| 011 0,50 | 1,40| — | nepfitomna
11 3 2019 |14,12| 6,12| 0,38 2,20] <06 — | nepfitomna
12 i 2019 |18,37|11,06| 0,23 — | nepfitomnd
13 m 2019 | 9,81| 539 0,08 1,57
14 i 2019 |12,89| 6,74 0,26 8,71
15 m 2016 | 14,66 | 848| 0,22 0,20| 230| — |nepfitomna
16 i 2019 |13,36| 6,80 0,11 0,20| <0,6 nepiitomna
17 m 2019 | 7,70| 5,15| 0,30
18 | m | 2019 |1157] 658| 0,09
19 m 2019 |37,81]14,95| 3,01
20 m 2019 |15,15|10,71| 1,02 2,30 | 13,30| — [nepiitomna
21 7 2019 |[22,13| 512| 0,13 0,70 | 1,20 0,10 |nepfitomnd
22 i 2019 | 20,83 |12,43| 1,62 2,23 |neptitomna
2 [ 3 | o9 [1917]1168] 110 | |provdgpodobna, hemokuitura negativni |
24 7 2019 | 22,25 10,55 — |nepfitomna
25 m 2019 | 20,83 | 13,69 — nepfitomna
26 m 2019 9,00 | 2,81 — nepfitomna
27 b4 2019 | 11,06 | 4,15 — |nepfitomna
29 m 2019 | 14,57 | 8,00| 0,26 250 — —  |nepfitomna
30 m 2017 8,25 | 6,15 — — nepfitomna
31 m 2019 | 37,62 29,31 — —
33 i 2019 | 33,38 25,62 — —
34 m 2019 | 18,53 13,69 | 0,09 300 — —  |nepfitomna
35 m 2019 | 10,81 | 6,21 — — nepfitomna
36 m 2019 | 14,94 | 11,47 — —  |pravdépodobna
37 i 2019 |33,38|2562| 1,36 1,10 | — —  |nepfitomna
38 7 2019 | 14,02 | 10,24 — |nepfitomna
1 [ m [ 2019 [139] 556 | [praveépodobng, hemokuitura negativii |
40 m 2019 | 9,67 | 563| 0,12 1,00 — — [nepfitomnd
41 m 2019 | 8,74| 3,49| 0,07 210 — —  |nepfitomna
42 i 2019 |13,34| 6,18 0,28 040| — —  |nepfitomna
43 m 2019 | 12,77| 6,32| 0,07 220 — —  |nepfitomna
4 | w209 [1902[1341] oor [HNNMNGHOON — | — |PieVGPaGGRNS hemokultura negatni |
45 m 2019 |17,34|10,60| 0,19 400| — —  |nepfitomna
46 m 2019 |12,52| 6,39| 0,07 340 — —  |nepfitomna
47 i 2019 |20,80|13,24| 1,15 020 — —  |nepfitomna
48 i 2019 | 14,05| 855| 0,37 0,10| — —  |nepfitomna
49 f 2019 |12,68| 836| 0,13 040 | — —  |nepfitomna
50 m 2019 |11,20| 590| 0,33 030| — —  |nepfitomna
51 i 2019 |10,31| 543| 0,06 020 — —  |nepfitomna
52 m 2019 |10,35| 3,82| 0,09 040| — —  |nepfitomna
53 [ 2020 |13,99| 2,99| 0,18 030| — — [nepfitomnd
54 i 2020 | 22,47 |1504| 1,05 1,60 — —  |nepfitomna




