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definování jeho dynamiky ve vztahu k jednotlivým proměnným  ........................................... 35 

3.2.1 Cíle studie ..................................................................................................................... 35 

3.2.2 Pacienti a metody ......................................................................................................... 36 

3.2.3 Výsledky ....................................................................................................................... 39 
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5 Použitá literatura ............................................................................................................... 57 
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1 Souhrn dizertační práce a její cíle 

Neonatologie zaznamenala v posledních 20 letech obrovský pokrok v péči o předčasně 

narozené novorozence. Velkým problémem zůstává včasná diagnostika a léčba novorozenecké 

sepse. Zranitelnost těchto pacientů je dána především jejich nezralým imunitním 

systémem. Nejčastější příznaky rozvíjejícího se septického stavu u novorozence jsou 

nespecifické a objevují se i u řady neinfekčních stavů. Vedle klinického vyšetření je nutno 

provést základní laboratorní hodnocení. Zlatým standardem v diagnostice sepse je hemokultura 

a následný průkaz původce z mikrobiologického kultivačního vyšetření krve. U poměrně 

významné části novorozenců se sepsí se na výsledek hemokultury nelze spolehnout. V určitých 

případech provádíme také kultivační průkaz z jiných biologických zdrojů (mozkomíšní mok, 

kůže a jiné). Dalším laboratorním znakem využívaným běžně v diagnostice infekce, resp. sepse 

je C-reaktivní protein (CRP). I tento protein akutní fáze má své limity. Pro včasnou diagnostiku 

novorozenecké sepse je nutné počítat s jeho delším biologickým poločasem a nelze ho 

doporučit, pokud ano, pak v kombinaci s dalšími biomarkery. Je třeba hledat laboratorní 

parametry vhodnější. Hojně využívanými laboratorními znaky jsou proteiny akutní fáze 

a prozánětlivé cytokiny. Nadějnými biomarkery nejen novorozenecké sepse jsou interleukin-6 

(IL-6), prokalcitonin (PCT), exprese povrchového receptoru CD64 na neutrofilech 

a kalprotektin. Cílem této práce byla analýza vybraných biomarkerů novorozenecké sepse 

na podkladě dosud známých poznatků o jejich biologickém chování. Dalším cílem bylo 

zhodnocení možností jejich praktického využití v diagnostice novorozenecké sepse s ohledem 

na dynamiku a způsob odběru. 

Specifikace cílů:  

● Stanovení sérového kalprotektinu u předčasně narozených novorozenců a jeho využití 

v diagnostice časné novorozenecké sepse.  

● Porovnání hladin interleukinu-6 v pupečníkové a periferní krvi předčasně narozených 

novorozenců. 

● Definování dynamiky interleukinu-6 ve vztahu k jednotlivým perinatologickým 

proměnným a ev. zavedení měření pupečníkového interleukinu-6 v rámci diagnostiky 

časné novorozenecké sepse. 

● Stanovení exprese povrchového receptoru CD64 na neutrofilech u předčasně 

narozených septických novorozenců metodou průtokové cytometrie. 
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Summary 

Neonatology has made a big step forward in the last 20 years regarding the care of premature 

newborns. However the biggest issue continues to remain early diagnosis and treatment 

of infectious or septic newborns. The vulnerability of these patients is mainly due to their 

immature immune system. The most common symptoms of developing the septic condition 

in the newborn are non-specific. They appear in a number of non-infectious conditions. Along 

with the clinical examination, it is also necessary to run some basic laboratory assessment. 

Standard in the diagnosis of sepsis is the proof of pathogen from the blood culture. 

For a relatively significant part of septic newborns you cannot rely on the results from the blood 

culture. Another laboratory characteristic frequently used in the diagnosis of infection, sepsis, 

is C-reactive protein. But also this marker has its imperfections and cannot be recommended 

for early diagnosis of neonatal sepsis. It is necessary to search for more ideal laboratory 

markers. A hypothetical ideal marker of sepsis should have a well-defined optimal "cut-off" 

value, sensitivity and negative predictive value. The laboratory markers that are frequently used 

are acute phase proteins and pro inflammatory cytokines. The most promising markers, not only 

of neonatal sepsis, are interleukin-6, procalcitonin, CD64 and calprotectin. Goal of this work 

was to analyze selected biomarkers of neonatal sepsis based on the previously known 

knowledge about their biological behavior. Another goal was to evaluate the possibilities of 

their practical use in the diagnosis of neonatal sepsis with regard to the dynamics and sampling 

method. 

Target specifications: 

● Comparison of serum calprotectin level between healthy and septic preterm newborns. 

● Comparison of interleukin-6 levels in umbilical and peripheral blood of preterm 

neonates. 

● Defining interleukin-6 dynamics in relation with individual perinatological variables 

and depending on the results, there is a possibility of introduction of umbilical cord 

interleukin-6 measurement as part of early diagnosis of neonatal sepsis. 

● Comparison of CD64 levels in healthy and septic preterm neonates. 
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2 Teoretická východiska 

2.1 Novorozenecká sepse 

Během posledních 20 let zaznamenáváme v neonatologii obrovský pokrok v péči o nezralé 

novorozence. Velkým problémem nadále zůstává novorozenecká infekce, resp. její 

generalizace (sepse) a komplikace s ní spojené.  

Novorozenecká sepse má zásadní vliv na morbiditu a mortalitu novorozenců. Dle statistiky 

publikované vědci z pediatrické kliniky v Yale-New Haven Hospital může za 11 % všech úmrtí 

v novorozeneckém věku1. Novější studie z roku 2018 toto číslo navyšuje na 16 % a řadí 

novorozeneckou sepsi mezi hlavní příčiny úmrtí novorozenců2. V případě pozitivního 

mikrobiologického kultivačního vyšetření krve pak úmrtnost na novorozeneckou sepsi stoupá 

na 18 %3. Sepse celosvětově postihuje 2202 novorozenců na 100 000 živě narozených, resp. 

3 miliony novorozenců ročně2.  

Novorozeneckou sepsi dělíme na časnou novorozeneckou sepsi - „early-onset sepsis“ (EOS) 

a pozdní novorozeneckou sepsi - „late-onset sepsis“ (LOS). Časná novorozenecká sepse je 

definována jako sepse, která vznikla přestupem bakterií vertikálně z matky na dítě 

před nebo během porodu a objeví se do 72 hodin po narození4. O pozdní novorozenecké sepsi 

mluvíme v případě, že vznikla za více než 72 hodin od porodu. Je spojena především s pobytem 

novorozence na jednotce intenzivní péče, resp. s intenzivní péčí – umělá plicní ventilace (UPV), 

intravenózní vstupy, ruce personálu apod.5. Novorozenecká sepse ohrožuje převážně 

novorozence předčasně narozené, avšak nevyhýbá se ani novorozencům narozeným v termínu. 

Její výskyt a četnost komplikací je vyšší v populaci novorozenců nízké porodní hmotnosti6. 

Základním úskalím je diagnostická přesnost a rychlost. Ta spolu s včasnou léčbou rozhoduje 

o dalším osudu dítěte. Klasickými pilíři diagnostiky je zhodnocení klinických příznaků 

systémové zánětlivé reakce organismu (SIRS) a průkaz patogenního agens v biologickém 

vzorku (krev, mozkomišní mok a jiné). Klinická kritéria systémové zánětlivé odpovědi 

organismu jsou tělesná teplota > 38,5 °C či < 36 °C, rychlost srdeční akce > 2SD pro věk 

a/nebo u dětí pod 1 rok bradykardie pod 10. percentil pro věk, dechová frekvence > 2SD 

či UPV, leukocytóza/leukopenie dle hodnot pro daný věk a/nebo > 10 % nezralých forem 

granulocytů7. Výše zmíněná kritéria SIRS mají v novorozeneckém věku malou diagnostickou 

hodnotu. Symptomy zánětlivé reakce organismu jsou v novorozeneckém období nespecifické. 
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Dle multicentrické studie8 publikované roku 2009, která shromáždila data z 26 britských 

neonatologických center, jsou nejčastějšími klinickými známkami novorozenecké sepse náhle 

vzniklá potřeba kyslíku či ventilační podpory, apnoické pauzy, bradykardie, hypotenze, 

intolerance glukózy, kapilární návrat > 3 vteřiny, rozdíl teploty mezi periferií a tělesným jádrem 

> 2 °C, letargie/dráždivost, tepelná nestabilita, intolerance stravy, zvýšení sérového bilirubinu, 

oligurie, metabolická acidóza.  

Zlatým standardem v diagnostice sepse je mikrobiologické kultivační vyšetření krve. Toto 

vyšetření patří mezi základní vyšetření, které se v diagnostice sepse nesmí před nasazením ATB 

terapie opomenout. V novorozeneckém věku má řadu úskalí a negativní výsledek diagnózu 

sepse nevylučuje9,10. Proto je zapotřebí mít k dispozici další laboratorní markery. 

Hlavním důvodem velkého zájmu o problematiku novorozenecké sepse a její včasnou 

diagnostiku je její velká morbidita a mortalita1. U extrémně nedonošených novorozenců má 

prodělaná novorozenecká sepse zásadní vliv na jejich další neurologický vývoj. Tito 

novorozenci jsou ve srovnání s novorozenci, kteří sepsi neprodělali, ve větším riziku 

neurologického postižení, ať už se jedná o dětskou mozkovou obrnu či senzomotorický 

deficit11. 

2.2 Laboratorní znaky novorozenecké sepse 

Hypotetický ideální laboratorní znak sepse by měl mít dobře definovanou optimální cut off 

hodnotu a co největší senzitivitu a negativní prediktivní hodnotu. Měl by předpovědět závažnost 

infekce v počátku klinických příznaků a umět rozlišit jednotlivé skupiny etiologických agens. 

Podle jeho dynamiky bychom měli poznat vývoj nemoci a reakce na antibiotickou (ATB) 

terapii, popřípadě vznik komplikací. Měl by umět předpovědět prognózu a mortalitu a pro jeho 

detekci by mělo stačit malé množství odebrané krve12. V neposlední řadě by měl být cenově 

dostupný pro většinu novorozeneckých oddělení. Nic v životě není ideální, ale naše snaha je se 

ideálu přiblížit. Proto je vedle klasických, řadu let používaných markerů potřeba najít 

laboratorní znak, který by tyto podmínky alespoň z části splňoval.  
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2.2.1 Klasické biomarkery novorozenecké sepse 

Mezi klasické laboratorní biomarkery novorozenecké sepse v naší práci řadíme 

mikrobiologické kultivační vyšetření krve, krevní obraz a C-reaktivní protein. Tyto historicky 

používané laboratorní znaky mají jistě své místo v diagnostickém procesu. Avšak mají také své 

limity, které nás nutí hledat laboratorní ukazatele přesnější.   

2.2.1.1 Mikrobiologické kultivační vyšetření krve, resp. průkaz původce v biologickém 

materiálu 

Základním vyšetřením v diagnostice nejen novorozenecké sepse je průkaz původce 

v biologickém materiálu. U novorozenecké sepse je zlatým standardem mikrobiologické 

kultivační vyšetření krve (hemokultura), tedy přímá detekce patologického agens v krevním 

řečišti. Její užití a interpretace má v neonatologii řadu úskalí. Výtěžnost vyšetření klesá díky 

častému antenatálnímu podání ATB matce, technickým potížím či malému množství 

odebraného vzorku. Pokud jsou mikroorganismy přítomny ve velmi malých koncentracích 

(< 4 CFU/ml), je pro detekci těchto patogenů potřeba minimálně 1 ml krve. Pro zjištění 

přítomné bakteriémie je ale ve většině případů dostačující 0,5 ml krve. Při použití moderního 

kontinuálního monitorovacího systému je medián TTP (time to positivity) u novorozenecké 

sepse 9-18 hodin. U Streptococcus agalactiae (GBS) a Escherichia coli je přibližně 96-100 % 

pozitivních do 36 hodin, zatímco detekce koaguláza negativních stafylokoků může trvat 

až 48 hodin13. U poměrně významné části novorozenců se sepsí se z výše uvedených důvodů 

průkaz původce nezdaří. Negativní mikrobiologické kultivační vyšetření krve ale 

novorozeneckou sepsi nevylučuje9,10. Klingenberg uvádí, že počet septických novorozenců 

s negativním mikrobiologickým kultivačním vyšetřením krve až 16x převyšuje počet 

septických novorozenců s pozitivní hemokulturou. Negativní mikrobiologické kultivační 

vyšetření krve vidíme převážně u novorozenců vyšetřovaných při podezření na časnou 

novorozeneckou sepsi13.  

Postup odběru hemokultury má svá jasná pravidla. Vždy je důležitý odběr pro aerobní 

i anaerobní kultivaci. Jestliže krve není dostatek, inokulujeme pouze aerobní lahvičku. 

U novorozenců anaerobní patogeny nečekáme. Pokud se však nejedná primárně o střevní 

problém, např. o nekrotizující enterokolitidu či peritonitidu z jiné příčiny, v tom případě je 

odběr pro anaerobní kultivaci vyžadován. Vzhledem k malému objemu cirkulující krve 

novorozence se většinou provádí odběr pouze jednoho vzorku14. 
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2.2.1.2 Krevní obraz 

Krevní obraz patří mezi základní laboratorní vyšetření napříč lékařskými obory. 

U novorozenecké sepse je jeho výpovědní hodnota spíše malá, přesto toto vyšetření 

v diagnostickém procesu nemůžeme opomenout.  

Pro potvrzení diagnózy novorozenecké sepse má krevní obraz sám o sobě nízkou prediktivní 

hodnotu. Normální hodnoty naměřené vícekrát po sobě zvyšují pravděpodobnost nepřítomnosti 

sepse15,16. Nízký počet leukocytů (5000 - 7500/mm3), nízké ANC (absolute neutrophil count) 

a hodnota I/T indexu (immature to total neutrophil ratio) > 0,2 jsou spojeny s vyšším rizikem 

infekce17. I/T index je parametr nespecifický. Perinatální hypoxie, hypertenze matky, porodní 

stres či dlouhá indukce oxytocinem mohou hodnotu I/T indexu ovlivnit. Při hodnocení ANC 

ve smyslu neutropenie je potřeba pracovat s hodnotami pro dané gestační stáří. Dolní hodnota 

fyziologického rozmezí ANC u dětí narozených po 36. týdnu gestace je 3500/mm3, u děti 

narozených mezi 28. a 36. týdnem gestace mluvíme o neutropenii při ANC < 1000/mm3 

a pro děti narozené před 28. týdnem gestace je limit ANC 500/mm3 18. 

Další dobře použitelný, ale málo prozkoumaný parametr krevního obrazu je neutrofil/lymfocyt 

(NLR) index. Během sepse se zvyšuje počet neutrofilů a snižuje se počet lymfocytů. Septičtí 

pacienti mají zvýšený NLR index. Recentní studie Li a spol. potvrdila pozitivní korelaci mezi 

zvýšením NLR indexu a sepsí. Septičtí novorozenci měli zvýšený NLR index na hladině 

významnosti P < 0.00119. Toto potvrdila také novější studie z roku 2021. NLR je nezávislý 

prediktivní faktor rizika časné novorozenecké sepse na hladině významnosti p=0.003. Hodnota 

≥ 3,169 má senzitivitu 77 % a specificitu 78 % 20. 

2.2.1.3 C-reaktivní protein 

C-reaktivní protein, bílkovina, která precipituje s tzv. C-polysacharidem pneumokoků, se řadí 

mezi proteiny akutní fáze (APPs)21. Reakce akutní fáze je nespecifický komplexní fyziologický 

děj, kdy v důsledku rozvoje patologického děje (zánět, nádorové onemocnění, trauma, 

chirurgický výkon) dojde k uvolnění velkého množství mediátorů zánětu21,22. Je to reakce 

systémová, objevuje se horečka, dochází ke zvýšenému uvolňování hormonů, k leukocytóze, 

ke změně v syntéze plazmatických proteinů, ať už ve smyslu plus či minus. Tato reakce je 

pro organismus extrémně důležitá, protože brání mikrobiálnímu přerůstání a navrací zpět 
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homeostázu. Proteiny akutní fáze jsou bílkoviny, jejichž koncentrace se v důsledku této reakce 

mění. Dle směru změny dělíme APPs na pozitivní a negativní.  

CRP je typickým příkladem pozitivního proteinu akutní fáze23. Písmeno C v názvu odkazuje 

na schopnost rozpoznat polysacharidy Streptococcus pneumoniae typ C24,25. Má převážně 

antiinflamatorní efekt, pomáhá rozeznat a likvidovat patogeny a zlepšuje proces odklízení 

nekrotických a apoptotických buněk26–34 a to skrze komponentu komplementu C1q a receptoru 

protilátkového fragmentu (Fc) Fc-γRI and Fc-γRII, čímž aktivuje klasickou cestu komplementu 

a zahajuje fagocytózu. Je syntetizován játry a stimulem pro jeho vyplavení jsou centrální 

cytokiny (IL-6, intekleukin-1β a tumor necrosis factor-α [TNF-α])35–37. Jeho sérová 

koncentrace se zvyšuje o 5 mg/l za 6 hodin po infekčním stimulu s maximem do 48 hodin 

a poločas v séru je okolo 19 hodin37–39. 

V klinické praxi je důležité myslet na jeho postnatální dynamiku. Nejčastěji udávaný cut-off 

první den života je 4–5 mg/l, dále 10–12 mg/l40. Bender a kol. ve své studii z roku 2008 uvádí, 

že po infekčním stimulu vystoupá na maximální hodnoty za 16-24 hodin. Jakmile CRP začne 

stoupat, sérové hladiny cytokinů (IL-6 a -8) již klesají41. Jak dokazuje taiwanská studie z roku 

2015, výsledek negativního CRP (≦10mg/l) by se neměl brát jako závazný k vyloučení 

novorozenecké sepse, v rozhodnutí, zda zahájit ATB léčbu, ani ve volbě vhodného ATB42. 

Zvýšené hladiny CRP byly naměřeny i u neinfekčních stavů jako je pneumonitida způsobená 

aspirací mekonia, šok, horečka matky, předčasný odtok plodové vody (PROM), 

intraventrikulární hemoragie, anoxická encefalopatie, syndrom dechové tísně novorozence 

(RDS), chorioamnionitida a tranzitorní tachypnoe novorozence39. Z uvedeného vyplývá, 

že CRP není vhodným laboratorním znakem pro včasnou diagnostiku novorozenecké sepse. 

Pro sledování efektivity antimikrobiální terapie a její ukončení je CRP biomarker 

použitelný39,43,44. 

2.2.2  Moderní laboratorní znaky novorozenecké sepse 

Jako „moderní“ markery označuji v této práci laboratorní znaky, které se do klinické praxe již 

dostaly, ale jejich použití je zatím limitováno jak pracovištěm, tak jejich správnou interpretací. 

Jak bylo zmíněno výše, klasické biomarkery sepse nesplňují požadavky na tzv. marker ideální. 

Mezi nově používané markery v diagnostice sepse, resp. novorozenecké sepse řadíme 

kalprotektin, prokalcitonin, povrchový znak na neutrofilech CD64, interleukin-6 a další. 
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2.2.2.1 Kalprotektin 

Kalprotektin je členem rodiny S100 proteinů. Jedná se o heterodimer S100A8/A9. S100 

proteiny se nachází pouze u obratlovců. Jejich důležitou vlastností je vazba s Ca2+ a Zn2+, díky 

kterým získávají řadu intra- a extracelulárních vlastností45. Svůj název získaly pro schopnost 

rozpustit se ve 100% síranu amonném46. Po aktivaci neutrofilů či mononukleárů se přesunou 

z intracelulárního do extracelulárního prostředí a začnou se chovat jako alarminy, resp. DAMPs 

(damage-associated molecular pattern molecules)47. Alarminy jsou molekuly schopné aktivovat 

imunitní systém skrze specifické receptory48. Antimikrobiální aktivita kalprotektinu se zvyšuje 

poté, co se inkorporuje do neutrofilních extracelulárních pastí, neutrophil extracellular traps 

(NETs)49. V literatuře můžeme kalprotektin najít pod různými synonymy, jak uvádí tabulka 145. 

 

Tabulka 1. Synonyma S100 proteinu S100A8/A9 

Synonyma Autoři, rok 

L1 antigen Fagerhol et al. (1980) 

27E10 antigen Zwadlo et al. (1986) 

Cystic fbrosis antigen Dorin et al. (1987)  

MRP8/14a Odink et al. (1987)  

L1 light and heavy chain Andersson et al. (1988) 

Calgranulin A (CAGA)/calgranulin B (CAGB) Wilkinson et al. (1988)  

p8,14 Hogg et al. (1989)  

60B8-A and B antigen Tobe et al. (1989)  

Calprotectin Steinbakk et al. (1990)  

S100A8/S100A9 Schafer et al. (1995)  

aMethylated related protein 

Kalprotektin se nachází v cytosolu buněk vrozeného imunitního systému. V neutrofilech 

zaujímá až polovinu všech bílkovin a v monocytech téměř 5 %50. Je přítomen také v cytoplasmě 

slizničního epitelu. Zdá se, že cytosolický kalprotektin přímo chrání intracelulární část 

dlaždicového epitelu proti invazivním mikrobům svou antimikrobiální aktivitou a nepřímo 

aktivací NADPH oxidáz vedoucí k produkci reaktivních forem kyslíku. V extracelulárním 
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prostředí kalprotektin sekvestruje esenciální stopové kovy z mikrobů a tím inhibuje jejich 

růst49. Uvolňuje se bezprostředně po interakci hostitel-patogen. Pro tuto svou vlastnost se 

používá jako laboratorní znak aktivace granulocytů a mononukleárů51.  

Kalprotektin se dá měřit ve všech tělních tekutinách (sérum, sliny, stolice, moč, sperma, stolice 

likvor, abscesová tekutina)45. Měření hladiny tohoto S100 proteinu ve stolici je již rutinně 

zavedeno v gastroenterologii. Využívá se v diferenciální diagnostice funkčních 

gastroenterologických potíží a nespecifických střevních zánětů (IBD), a také je základním 

laboratorním znakem při sledování aktivity nemoci u pacientů s IBD52–54. Nadějné výsledky 

ukázala meta-analýza z roku 2021 zabývající se sérovým kalprotektinem jakožto biomarkerem 

u pacientů s juvenilní idiopatickou artritidou. Užití sérového kalprotektinu může představovat 

užitečný nástroj pro přesnější stratifikaci aktivity onemocnění a mohlo by napomoci 

individuálnějšímu přístupu k volbě léků55. V dospělé medicíně se kalprotektin využívá v rámci 

širší diagnostiky zánětlivých procesů56. Role alarminu S100A8/A9 v problematice 

novorozenecké sepse není dokonale objasněna stejně jako jeho využití v klinické praxi. 

2.2.2.2 Prokalcitonin 

Dalším z řady moderních laboratorních znaků sepse je prokalcitonin. Jedná se o prohormon 

kalcitoninu bez hormonální aktivity37. PCT je bílkovina sestávající ze 116 aminokyselin a je 

kódován CALC-1 genem57. Při nepřítomnosti infekčního stimulu je transkripce CALC-1 genu 

pro PCT v non-neuroendokrinních tkáních potlačena58. Mikrobiální infekce je zodpovědná 

za zvýšení exprese genu CALC-1 a následné uvolnění prekurzorů kalcitoninu z buněk a tkání 

celého těla59. Nejvyšší množství PCT začnou játra produkovat při sepsi. Jeho sérová 

koncentrace se pak zvyšuje až 1000násobně. Stejně jako CRP je PCT stimulován centrálními 

cytokiny IL-6, IL-1β a TNF-α- . Jeho stimulace ale může proběhnout i přímo mikrobiálními 

lipopolysacharidy37.  

Pro diagnostiku časné novorozenecké sepse je největším úskalím jeho fyziologické zvýšení 

v prvních hodinách a dnech života60,61. Detailní přehled o postnatálních hodnotách PCT podala 

letitá, ale ceněná studie německých vědců z roku 199861. Tito měřili PCT u novorozenců 

bez prokázané sepse. Do studie byli zahrnuti předčasně narození i novorozenci narození 

v termínu. PCT měřili ve dvou obdobích: 0-48 hodin po porodu (diagnostika EOS) a 3-30 dní 

po porodu (diagnostika LOS). Jak ukazují výsledky této studie, a můžeme je vidět na grafech 1 



16 

a 2, v prvních dnech života dítěte jsou sérové hladiny PCT, bez ohledu na infekci, fyziologicky 

zvýšené a velmi dynamické. Diagnostika časné EOS pomocí PCT se tímto komplikuje. 

 

Graf 1. Věkově specifické referenční rozmezí prokalcitoninu u zdravých novorozenců. 

Časové rozmezí od narození do 48. hodiny života. Čtverce představují jednotlivé hodnoty, 

tečkované čáry představují spodní a horní hranici, tučná čára představuje geometrický průměr. 

(Převzato z Chiesa et al., 1998 61) 
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Graf 2. Distribuce hodnot prokalcitoninu získaných od novorozenců přijatých na JIP 

pro jiný než infekční důvod. Časové rozmezí od narození do 48. hodiny života. Čtverce 

představují jednotlivé hodnoty. Tečkované čáry představují spodní a horní hranici, tučná čára 

představuje geometrický průměr. (Převzato z Chiesa et al., 1998)61 

 

Určitá výhoda PCT v diagnostice novorozenecké sepse je jeho nezávislost na většině 

perinatologických faktorů. Jedním z faktorů, které jeho hladinu v prvních hodinách života 

ovlivňují, je gestační diabetes matky. Děti těchto matek mají hladiny PCT zvýšené nad limit61. 

V pozdější studii stejných autorů vidíme jako signifikantní faktor poporodního zvýšení PCT 

pouze předčasný odtok plodové vody, a to na hladině významnosti PCT p = 0,0562. Pokud 

počítáme s jeho fyziologicky zvýšenou hladinou v prvních dvou dnech života, pak se PCT může 

stát dobrým laboratorním ukazatelem časné novorozenecké sepse, jak můžeme vidět na grafu 3.  
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Graf 3. Distribuce hodnot prokalcitoninu u pacientů s časnou novorozeneckou sepsí. 

Časové rozmezí od narozením do 48. hodiny života. Čtverce představují jednotlivé hodnoty, 

tečkované čáry představují spodní a horní hranici referenčního rozsahu, tučná čára představuje 

geometrický průměr. (Převzato z Chiesa et al., 1998)61 

 

 

V diagnostice pozdní novorozenecké sepse se pokalcitonin běžně užívá. Hladiny PCT se 

při infekci, resp. sepsi rychle zvyšují. Lze je detekovat 6 hodin po infekci, přičemž vrcholí 

za 18 až 24 hodin a zůstávají zvýšené až 48 hodin. Kromě diagnostiky lze PCT využít také 

v hodnocení závažnosti nemoci a úspěšnosti antibiotické terapie – jeho hladiny po podání 

antimikrobiální terapie rychle klesají63. Dle přehledu a systematického přehledu z roku 2021 je 

PCT označován jako slibný marker v rychlé diagnostice novorozenecké sepse, jeho 

plazmatické hladiny jsou významně vyšší u pacientů s potvrzenou pozdní novorozeneckou 
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sepsí64,65. Ve studii, která vyšla o rok později, potvrdili tuto skutečnost pouze u novorozenců 

s EOS, u LOS byly hladiny PCT neprůkazné66.  

2.2.2.3 Interleukin – 6 

Interleukin-6 je cytokin, který hraje jednu z hlavních rolí (centrální) v obraně organismu. Je 

produkován T - a B - lymfocyty, monocyty, fibroblasty, keratinocyty, endoteliálními buňkami, 

mesangiáními buňkami, adipocyty a některými nádorovými buňkami. Jeho produkce je 

odpovědí organismu na infekci či poškození tkáně. IL-6 je jedním z nejvíce exprimovaných 

mediátorů zánětu67. Syntéza IL-6 buňkami imunitního systému je zahájena bezprostředně jako 

odpověď na PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), resp. DAMPs na postiženou 

zánětlivě změněnou tkáň68. Tento protein byl objeven v 80. letech 20. století. V průběhu let 

se ukázalo, že je nositelem řady biologických funkcí. Postupem času získával různá 

pojmenování, která reflektovala právě tyto funkce. Stručný seznam uvádí tabulka 2. Název 

interleukin-6 se poprvé objevil ve studii The Biology of Interleukin-6 z roku 1989 

od japonského autora Kishimota69. 

 

Tabulka 2. Synonyma interleukinu-6. (Upraveno dle Simpsona et al., 1997)70 

Synonyma Autoři, rok 

interferon-β2 Weissenbach et al., 1980; Zilberstein et al., 1986 

26K factor Content et al., 1982; Haegeman et al., 1986 

B-cell stimulatory factor 2 Hirano et al., 1985 

hybridoma growth factor van Snick et al., 1986; Brakenhoff et al., 1987 

plasmacytoma growth factor Nordan et al., 1987 

hepatocyte- stimulatory factor Gauldie et al., 1987 

hematopoietic factor Ikebuchi et al., 1987 

cytotoxic T-cell differentiation factor Takai et al., 1988 
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Jakmile se krevním řečištěm dostane do jater, dojde k rychlé syntéze a uvolnění proteinů akutní 

fáze. Těmito proteiny jsou CRP, sérový amyloid A, fibrinogen a haptoglobin. Reaktanty akutní 

fáze, u kterých vyplavením IL-6 dochází k jejich snížení, jsou albumin a transferin. 

Hematopoetická funkce IL-6 spočívá v maturaci megakaryocytů v kostní dřeni a tím 

k vyplavení krevních destiček. Zvýšením hladiny hepcidinu je IL-6 zodpovědný za nízkou 

hladinu sérového železa u anemie chronických chorob. Hepcidin ve střevě blokuje železový 

transportér ferroportin 1 a tím snižuje hladinu sérového železa. Důležitou imunologickou funkcí 

IL-6 je pomoc v diferenciaci naivních CD4+ a CD8+ T – lymfocytů a díky IL-6 jsou aktivované 

B – lymfocyty schopné diferenciace do plasmatických buněk produkujících protilátky. 

Nadměrná syntéza IL-6 může tedy vést k hypergammaglobulinemii, produkci autoprotilátek 

a rozvoji autoimunitních onemocnění71. Obrázky 1 a 2 podávají přehledný schematický popis 

těchto funkcí. 

 

 

Obrázek 1. Přehled biologického působení interleukinu-6 (upraveno dle Simpsona 

et al., 1997)70 
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Obrázek 2. Interleukin-6 při imunitní odpovědi, při zánětu a onemocnění. IL-6 je cytokin 

vykazující pleiotropní aktivitu; indukuje syntézu proteinů akutní fáze jako jsou CRP, sérový 

amyloid A, fibrinogen a hepcidin v hepatocytech, zatímco inhibuje produkci albuminu. IL-6 

hraje důležitou roli v získané imunitní odpovědi stimulací produkce protilátek a vývoje 

efektorových T-buněk. Kromě toho může IL-6 podporovat diferenciaci nebo proliferaci 

několika neimunitních buněk. Díky pleiotropní aktivitě vede dysregulovaná kontinuální 

produkce IL-6 ke vzniku nebo rozvoji různých onemocnění.  

Treg = regulační T lymfocyt. RANKL = receptorový aktivátor ligandu jaderného faktoru kB 

(NF-kB). VEGF = vaskulární endoteliální růstový faktor.  

(upraveno dle Tanaky et al., 2014)71 

IL-6 je velmi rychlý a dynamický biomarker a silný induktor produkce proteinů akutní fáze 

v játrech72. Poté, co dojde k uvolnění částí bakteriální buněčné stěny, jeho hladina vzroste 

během 2 hodin, maximálních hodnot dosáhne do 6 hodin. Krátký poločas IL-6 je dán především 

jeho vazbou na plasmatické bílkoviny, časným uskladněním v játrech a inhibicí ostatními 

cytokiny73. Hodnoty IL-6 jsou signifikantně zvýšeny již 48 hodin před objevením klinických 

příznaků sepse74. Vzhledem k jeho krátkému poločasu je již 24 hodin po infekčním stimulu 
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v plazmě téměř neměřitelný a není využitelný pro monitorování léčby44. Pro krátký biologický 

poločas nemusíme zachytit peak a měl by být kombinován s „pozdějším markerem“, např. 

CRP13. Díky vysoké senzitivitě a rychlosti vzestupu je IL-6 vhodný laboratorní znak 

pro včasnou diagnostiku novorozenecké sepse. Nevýhodou je jeho nižší specificita73. 

2.2.2.4 nCD64 

Kvantifikace výskytu povrchových buněčných znaků metodou průtokové cytoflowmetrie je 

další možností v diagnostice novorozenecké sepse. Jako nejvhodnější se jeví stanovení 

povrchových znaků na neutrofilech. Nejvíce zkoumán je povrchový receptor nCD64. Tento 

znak je u klidových neutrofilů téměř neměřitelný. Jeho exprese se rychle zvyšuje při zánětlivé 

reakci a aktivaci neutrofilů. Tento vzestup je násobný – velmi významný – a je možno jej 

zaznamenat běžnými metodikami používanými při průtokové cytometrii75. Výhodou tohoto 

povrchového znaku jsou jeho stabilní hladiny76. Ukázalo se také, že exprese nCD64 není 

ovlivněna tranzitorní tachypnoí novorozence, syndromem respirační tísně, ani dalšími 

perinatologickými proměnnými77. Dle meta-analýzy čínských autorů z roku 2016 nemá nCD64 

dostatečně vysokou specificitu a senzitivitu k diagnostice novorozenecké sepse. Jedním 

z důvodů těchto závěrů může být fakt, že novorozenci méně exprimují neutrofily při infekci 

gramnegativními bakteriemi. Výsledky ukazují, že je třeba tento povrchový znak kombinovat 

s dalšími laboratorními parametry78. Ke stejným závěrům došla i meta-analýza z roku 2019. 

Autoři doporučují kombinaci nCD64 a CRP pro větší diagnostickou přesnost ve srovnání 

se samotným nCD64, IL-6, PCT, CRP a PCT +CRP79. 

2.3 Sepse a její definice v kontextu pediatrických a neonatologických 

odlišností 

Sepse má v celosvětovém měřítku za následek 19 % všech úmrtí. Nejvyšší úmrtnost nacházíme 

u dětí mladších 5 let. V této věkové kategorii představují novorozenci 47 % všech úmrtí80. 

Výraz sepse pochází z řeckého výrazu sepsin a znamená hnít, zhnisat81. Dle „The Third 

International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3)“ z roku 2016 je 

nejnovější definice sepse zaměřena na orgánovou dysfunkci a metabolické děje vedoucí 

k orgánovým selháním. Sepse je život ohrožující orgánová dysfunkce způsobená 

dysregulovanou odpovědí hostitele na infekci. Tento stav postupně vede k septickému šoku. 

Septický šok je klinická podskupina sepse. Základní cirkulační a buněčně/metabolické 

abnormality jsou u šoku tak závažné, že podstatně zvyšují úmrtnost10. Jak každý pediatr ví, dítě 
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není malý dospělý. Proto je potřeba brát výše zmíněnou definici s rezervou. Jedním z kritérií 

septického šoku je hypotenze. U dětí krevní tlak klesá až v preterminální fázi, ve fázi 

dekompenzace, tedy až po vyčerpání všech kompenzačních mechanismů. V žádném případě 

není hypotenze časným symptomem závažnosti stavu. Pozornost je od počátku třeba věnovat 

těmto symptomům: tachykardie, chladná akra s oslabenými pulzacemi a prodlouženým 

kapilárním návratem, snížená diuréza. V dětské intenzivní péči je příhodnější sepsi označovat 

jako orgánovou dysfunkci spojenou se sepsí a septický šok jako sepsi s kardiovaskulární 

dysfunkcí (včetně hypotenze, potřeby léčby vazoaktivními látkami nebo zhoršené perfuze)82. 

Pro novorozence výše zmíněné neplatí. Nejčastější definice popisuje novorozeneckou sepsi 

jako systémovou bakteriální, virovou či mykotickou infekci, která představuje potenciálně 

smrtelnou hrozbu pro donošené i předčasně narozené děti83. V přesné definici novorozenecké 

sepse existuje značná heterogenita. Dle systematického přehledu, který se touto problematikou 

zabýval, 85 % studií se pro definitivní diagnózu sepse spoléhalo na mikrobiologickou kultivaci. 

Většina těchto definic se ve skutečnosti zaměřuje spíše na popis „bakteriémie“ než „sepse“84. 

Což je v rozporu s výše zmíněnou definicí dle Sepsis-3, která popisuje „zánětlivé reakce 

hostitele s poškozením koncových orgánů“ nezávisle na mikrobiální detekci. Kromě toho jsou 

klinické příznaky novorozenecké sepse a infekce velmi nespecifické a nespolehlivé. Určité 

symptomy však mohou převládat. Jsou to systémové příznaky jako letargie, intolerance krmení 

a teplotní nestabilita, a kardiorespirační příznaky včetně hypotenze a respirační tísně. Dva 

z nejčastěji uváděných příznaků – hypotenze a respirační tíseň – stejně jako počet krevních 

destiček jsou parametry orgánového selhání měřené ve skóre SOFA (Sequential Organ Failure 

Assessment) v doporučeních Sepsis-310. Termín těžká sepse je považován za zastaralý 

a v dospělé, ani dětské intenzivní péči se již tento pojem nepoužívá. Ve studiích zabývajících 

se novorozeneckou sepsí je těžká sepse charakterizována jako přítomnost orgánové dysfunkce, 

což je klíčový rys definice sepse u dospělých, resp. dětí dle Sepsis-310.  

Novorozenci jsou ve většině případů vystaveni jiným patogenům než starší děti, ať už to jsou 

mikroorganismy způsobující intrauterinní infekce či patogeny získané vertikálním přenosem 

během porodu. Vzhledem k nezralosti imunitního systému je reakce novorozenců na patogeny 

rozdílná, často bouřlivější s progresí lokálního nálezu. Patogeny, které jsou u starších dětí nebo 

dospělých často považovány za kontaminanty, způsobují u novorozenecké populace 

významnou nemocnost a úmrtnost. Vzhledem k rychlému vývoji mozku v novorozeneckém 

období musíme mít na paměti i dlouhodobý vývoj dítěte v důsledku prodělané novorozenecké 
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sepse. Výsledky systematického přehledu a meta-analýzy z roku 2019 ukazují, že sepse 

u předčasně narozených dětí (pod 32. gestačním týdnem) může mít hluboký dopad 

na dlouhodobý neurologický vývoj těchto dětí ve srovnání s předčasně narozenými dětmi, které 

sepsi neprodělaly11. 

2.4  Imunologická podstata novorozenecké sepse  

Vzhledem k omezené expozici mikrobům z vnějšího prostředí jsou novorozenci nuceni 

spoléhat se převážně na vrozený imunitní systém. Tento systém nabízí rychlou, avšak 

krátkodobou a nespecifickou odpověď na mikroorganismy85. Vrozená imunita je první linií 

obrany vůči mikrobiálním patogenům a podílí se jak na aktivaci adaptivní imunitní odpovědi, 

tak na tkáňové reparaci. Vrozenou imunitu tvoří buněčné a humorální rameno. Vrozený systém 

reguluje toleranci k sobě samému a interaguje s T- a B- lymfocyty ze získaného imunitního 

systému. Získaná imunita je pomalejší, ale více cílená imunitní odpověď. Je řízená lymfocyty 

a mateřskými protilátkami83. Základní schéma vidíme na obrázku 3. 

 

 

Obrázek 3. Kaskáda imunitní odpovědi a interakce vrozeného a získaného imunitního 

systému (upraveno dle Glaserové et al.,2021)83.  
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Jakmile patogen obejde epiteliální bariéry, jsou jeho molekulární vzorce spojené s patogeny 

(PAMPs) detekovány receptory rozpoznávající patogeny (PRR). Jedny z nejdůležitějších jsou 

Toll-like receptory (TLRs)85. TLRs jsou součástí vrozené imunity. Jejich vzájemné působení 

s mikroorganismy je zásadní pro produkci a uvolnění cytokinů, chemokinů, proteinů 

komplementu a koagulačních faktorů85,86. Známe 10 typů TLRs s rozdílnými funkcemi87. 

Například TLR4 rozeznávají lipopolysacharidy buněčné stěny gramnegativních bakterií. 

Aktivují polymorfonukleáry, monocyty a makrofágy a ty pak spouští imunitní odpověď45. 

Podrobné schéma vidíme na obrázku 4. Exprese TLRs je u novorozenců, dětí i dospělých 

podobná. Avšak u předčasně narozených novorozenců byla popsána nižší exprese TLR2 

a TLR4 na povrchu makrofágů. Následné reakce na vazbu PAMP-TLR se liší. 

V novorozeneckém období jsou funkce TLR insuficientní. Po stimulaci jednotlivých TLRs 

in vitro produkují novorozenecké antigen prezentující buňky méně prozánětlivých (IL-1b, 

TNF-a) a Th1 podporujících cytokinů (IL-12p70, typ 1 interferon), ale stejné nebo větší 

množství cytokinů podporujících Th17 (IL-23, IL-6) ve srovnání s dospělými buňkami88. Tato 

funkční nedostatečnost je jeden z predisponujících faktorů vedoucí k rozvoji septického 

stavu85,89. Velkou roli v reakci novorozeneckého organismu na infekci hrají genetické faktory. 

Do budoucna bude potřeba tyto genetické faktory rozpoznat a pracovat s nimi převážně 

v terapeutické rovině. Polymorfismus TLR4, které jsou důležité pro zahájení vrozené imunitní 

odpovědi aktivováním intracelulárních signálních cest a rozpoznáním lipopolysacharidů 

gramnegativních bakterií, je spojován s možnou příčinou zvýšené náchylnosti k septickým 

stavům87.  
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Obrázek 4. Vrozená imunita – buněčné a humorální rameno (převzato od Mantovani 

et al.,2023)72 

cGAS – cyclic GMP-AMP synthase, cGMP – cyclic quanosine mono-phosphate, dsRNA – double-stranded RNA, 

IRF  interferon regulatory factor, LPS – lipopolysaccharide, MBL – mannose-binding lectin, MyD88 – myeloid 

differentiation primary response 88, NF-κB nuclear factor kappa B, PGN - peptidoglycan, RIG-I - retinoid acid-

inducible gene I, SAP - serum amyloid P, SP-A - surfactant protein A, SP-D - surfactant protein D, ssRNA - single-

stranded RNA, STING - stimulator of interferon genes, TRIF - toll/interleukin-1 receptor–domain–containing 

adapter- inducing interferon-β. 
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U novorozenců jsou neutrofily hlavními aktéry imunitní odpovědi v boji proti infekci. 

Na zvířecích modelech můžeme vidět, že novorozenci mají ve srovnání s dospělými jedinci 

desetkrát nižší rezervy neutrofilů90. Novorozenecké neutrofily vykazují sníženou deformabilitu. 

Ve spojení s hypotenzí může být příčinou mikrovaskulární okluze a následné orgánové 

dysfunkce. Neutrofily u novorozenců mají narušenou schopnost tvorby NET (Neutrophil 

Extracellular Trap), snížené fagocytární funkce a nízké hladiny baktericidních proteinů. Kromě 

toho jsou méně účinné v reakci na apoptotické podněty. Kombinace těchto změn ve funkcích 

neutrofilů je jednou z příčin větší náchylnosti novorozenců k infekci, resp. sepsi. A tyto změny 

v buněčné imunitě se netýkají pouze neutrofilů. Novorozenci mají nízké hladiny antigen 

prezentujících buněk (APC), monocytů a dendritických buněk. Žírné buňky novorozenců 

uvolňují po stimulaci více histaminu, než buňky dospělých. Uvolněný histamin může 

potenciálně přispívat k vazodilataci a septickému šoku85. 

2.5  Shrnutí teoretické části 

Novorozenecká sepse je jedním z největších problémů v neonatologii. I přes veškerý pokrok, 

který obor prodělal, zůstává sepse příčinou 13 % všech novorozeneckých úmrtí a má 

za následek 42 % všech úmrtí v prvním týdnu života85. Abychom mohli danou nemoc správně 

léčit, musí se v prvé řadě správně a rychle diagnostikovat. Vzhledem k akutnosti stavu je 

diagnostická rychlost a přesnost v případě sepse klíčová. Klinické projevy sepse jsou 

v novorozeneckém období velmi nespecifické, což diagnostiku stěžuje. Proto je potřeba umět 

správně porozumět laboratorním znakům, které se při podezření na sepsi již používají, či najít 

znaky nové, lepší a přesnější ve své výpovědní hodnotě. 
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3 Experimentální část 

3.1 Projekt 1. Stanovení sérového kalprotektinu u předčasně narozených 

novorozenců a jeho význam v diagnostice časné novorozenecké sepse  

Výskyt infekčních komplikací, zejména bakteriální sepse, je v novorozeneckém věku vysoký. 

Je to dáno mimo jiné specifickými vlastnostmi imunitního systému novorozence. Časná 

diagnostika infekcí je v tomto období zásadní, rozhoduje o dalším osudu dítěte. Laboratorní 

biomarkery sepse známé z klinické praxe mají své limity. Dynamika laboratorních známek 

zánětu užívaných běžně v jiných věkových skupinách je v novorozeneckém věku odlišná, často 

závisí na postnatálním i chronologickém věku dítěte, což diagnostiku dále komplikuje. Jedním 

z nadějných laboratorních znaků je kalprotektin. Tento marker má svou nezastupitelnou úlohu 

převážně v gastroenterologii. Ale postupně si nachází své místo u mnohých nemocí napříč 

lékařskými obory.  

Kalprotektin je leukocytární cytosolový protein, který se uvolňuje z leukocytů po jejich aktivaci 

nebo lýze. Pro tuto svou vlastnost se používá jako laboratorní znak aktivace granulocytů51. 

Nejznámější a nejčastější je jeho užití v gastroenterologii. Využívá se stanovení obsahu 

kalprotektinu ve stolici, je ukazatelem zánětlivé aktivity ve střevě. Měření kalprotektinu v séru 

je v praxi využíváno málo. V několika studiích bylo popsáno jeho použití v diagnostice 

novorozenecké infekce91–93. Jak bylo zmíněno, elevace kalprotektinu je známkou aktivace 

granulocytů a ukazatelem probíhající zánětlivé aktivity. Je možné se domnívat, že jeho sérová 

hladina bude zvýšená také u septických stavů. V rámci hledání nových laboratorních znaků 

sepse jsme vzhledem k výše uvedeným vlastnostem kalprotektinu zahájili tuto studii. 

3.1.1 Cíle studie 

Cílem projektu bylo ověření významu sérového kalprotektinu v diagnostice časné 

novorozenecké sepse. 
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3.1.2 Pacienti a metody 

3.1.2.1 Pacienti 

Studie probíhala v roce 2016 na Jednotce intenzivní a resuscitační péče Novorozeneckého 

oddělení Fakultní nemocnice Olomouc. Do studie byli zařazeni předčasně narození 

novorozenci (< 35. týden gestace), kteří naplnili některá z níže uvedených kritérií pro diagnózu 

sepse. Novorozenci, kteří tato kritéria nenaplnili, byli zařazeni do kontrolní skupiny. Studie se 

zúčastnilo celkem 65 novorozenců. 

3.1.2.2 Metody 

U všech novorozenců narozených před ukončeným 35. týdnem gestace se na našem pracovišti 

provádí do 2 hodin od porodu odběr žilní krve v rámci skríninku časné novorozenecké 

sepse - 0,5 ml periferní krve na stanovení krevního obrazu a diferenciálního rozpočtu leukocytů 

a 0,5 - 1 ml krve k biochemické analýze (CRP, IL-6). Vzorek krve k biochemické analýze jsme 

použili k vyšetření kalprotektinu, nebylo tedy třeba zvláštního odběru. Doplnění vyšetření bylo 

v souladu s informovaným souhlasem stvrzeným zákonnými zástupci dítěte. Krevní obraz 

a diferenciální rozpočet leukocytů, CRP a IL-6 byly měřeny klasickými, již zavedenými 

metodami. Kalprotektin byl analyzován pomocí testovacího kitu Quantum Blue MRP8/14 

(imunochromatografický test) s detekcí pomocí přístroje Quantum Blue reader firmy 

BÜHLMANN. Test je navržen pro selektivní kvantitativní měření antigenu kalprotektinu 

(MRP8/14) pomocí sendvičové imunoanalýzy. Touto soupravou se stanovuje kalprotektin 

v rozmezí 0,5 – 10 µg/ml, po naředění vzorku extrakčním pufrem až do 100 µg/ml. V soupravě 

jsou použity monoklonální protilátky vysoce specifické pro MRP8/14, analýza je kalibrována 

pomocí testu BÜHLMANN MRP8/14 ELISA. U každého testu probíhá zároveň kontrolní 

měření pro ověření funkčnosti a správného provedení analýzy, pro platný výsledek je 

požadována viditelná kontrolní linie. Test pomáhá rychle stanovit první odhad akutního 

zánětlivého stavu pacienta. Tuto metodu jsme zvolili, jelikož je možnost získat výsledek do pár 

hodin i ve službě.  
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Diagnostická kritéria pro sepsi a zahájení ATB terapie: 

• klinický obraz sepse, celkové zhodnocení stavu (může se objevit - náhle vzniklá potřeba 

kyslíku, ventilační podpora, apnoické pauzy, bradykardie, hypotenze, intolerance 

glukózy, kapilární návrat > 3 s, rozdíl teploty mezi periferií a tělesným jádrem > 2 °C, 

letargie/dráždivost, tepelná nestabilita, intolerance stravy, zvýšení sérového bilirubinu, 

oligurie, metabolická acidóza)  

• laboratorní parametry: CRP > 10 mg/l a IL-6 > 250 ng/l 

• pozitivní mikrobiologické kultivační vyšetření krve (ev. mozkomíšní mok, kůže a jiné) – 

není podmínkou 

3.1.3 Etika 

K analýze vzorku nebylo třeba zvláštního odběru. Vyšetření byla provedena z materiálu 

získaného pro odběry prováděné standardním způsobem dle zvyklostí pracoviště. Doplnění 

vyšetření bylo v souladu s informovaným souhlasem stvrzeným zákonnými zástupci dítěte. 

3.1.4 Výsledky 

Byly srovnány laboratorní hodnoty kalprotektinu dětí s adnátní infekcí s hodnotami 

kalprotektinu dětí bez potvrzené infekční komplikace. Celkový počet vyšetřených vzorků 

(novorozenců) byl 65. Z tohoto počtu jich 25 prodělalo časnou novorozeneckou sepsi (klinicky 

a laboratorně potvrzenou). Medián hodnot sérového kalprotektinu u novorozenců, kteří neměli 

infekční komplikaci, byl 1,7 µg/ml, medián hodnot u septických novorozenců byl 3,3 µg/ml. 

Rozdíl mezi sérovou hladinou u zdravých novorozenců a novorozenců s časnou 

novorozeneckou sepsí nebyl statisticky signifikantní (p=0.0725). Tyto výsledky vidíme 

na grafu 4.  
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Graf 4. Srovnání hodnot sérového kalprotektinu u novorozenců s časnou novorozeneckou 

sepsí (1) a zdravých kontrol (0). Tyto výsledky se pohybují na hladině významnosti 

(p=0.0725). 
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3.1.5 Diskuze 

Kalprotektin se nachází v cytosolu buněk vrozeného imunitního systému. Uvolňuje se 

bezprostředně po interakci hostitel – patogen. Pro tuto vlastnost se používá jako laboratorní 

znak aktivace granulocytů a mononukleárů51. Dynamika tohoto markeru zatím není dostatečně 

prozkoumána. Normální hodnoty sérového kalprotektinu jsou v intervalu 0,1 a 1,6 μg/ml94. 

Studie, které se případným využitím sérového kalprotektinu v diagnostice novorozenecké sepse 

zabývaly, jsou rozporuplné a s rozdílnými závěry. 

V roce 2011 zkoumal Terrin a spol.91 diagnostickou přesnost sérového kalprotektinu v rámci 

diagnostiky pozdní novorozenecké sepse a porovnával jej s běžně užívanými laboratorními 

parametry jako jsou počet leukocytů, I/T index, počet krevních destiček a CRP. Tyto hodnoty 

měřil u 231 novorozenců, vstupní kritéria byla: porodní hmotnost < 1500 g, gestační 

stáří > 24 týdnů, postnatální stáří > 72 hodin, žádná antibiotická terapie během posledních 14 

dnů. U novorozenců se suspekcí na pozdní novorozeneckou sepsi byly vzorky odebrány během 

60 minut od prvních příznaků, takto bylo vyšetřeno 93 dětí. Sérový kalprotektin byl měřen 

standardní ELISA metodou – commercial ELISA assay (Calprest, Eurospital, Trieste, Italy). 

U 62 novorozenců s potvrzenou LOS byla sérová koncentrace kalprotektinu signifikantně vyšší 

(3,1 +/- 1,0 μg/l) (p < 0.001) než u novorozenců, u kterých se sepse nepotvrdila (1,1 +/- 0,3 

μg/l). U 110 zdravých kontrol byla hodnota 0,91 +/- 0,58 μg/l. O rok později egyptští 

neonatologové měřili sérový kalprotektin spolu s dalšími klasickými laboratorními biomarkery 

zánětu. Soubor čítal 48 donošených novorozenců a jednalo se také o diagnostiku pozdní 

novorozenecké sepse, kontrolní skupina měla 40 novorozenců. Časový údaj o odběru vzorku 

není k dispozici. Kalprotektin byl měřen standardní ELISA metodou – commercial ELISA 

assay (Calprest, Eurospital, Trieste, Italy). U novorozenců s potvrzenou LOS byla sérová 

hladina kalprotektinu vyšší (3,77±1,85 µg/mL) než u zdravých kontrol (0,70±0,33 µg/mL) 

(p=0,001). Novorozenci s pozitivním mikrobiologickým kultivačním vyšetřením krve 

a novorozenci, kteří na následky sepse zemřeli, měli nejvyšší hladiny kalprotektinu92. Sporné 

výsledky ukazuje studie z roku 2015 vedená doktorkou Decembrino. Porovnávala diagnostické 

možnosti a přesnost kalprotektinu a již zavedených laboratorních ukazatelů novorozenecké 

sepse. Nerozlišovali sepsi časnou a pozdní. Soubor čítal 41 novorozenců. Kalprotektin byl 

měřen standardní ELISA metodou - commercial ELISA assay (Calprest, Eurospital, Trieste, 

Italy). Data z této studie ukazují, že sérová koncentrace kalprotektinu je zvýšená u novorozenců 

s prokázanou sepsí. Medián hodnot kalprotektinu u osmi septických novorozenců s pozitivním 
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mikrobiologickým kultivačním vyšetřením krve byl 2,7  µg/ml. Suspektní sepsi mělo 33 

novorozenců a medián hodnot kalprotektinu byl 1,9 µg/ml. Optimální cut-off hodnota, 

která dle této studie odliší septické a neseptické novorozence, je 2,2 µg/ml. Senzitivita této 

hodnoty je 62,5 % a specificita 69,7 %. V závěru studie je uvedeno, že jeho sérová hladina není 

ovlivněna gestačním stářím, pohlavím, ani způsobem porodu93. Nadějné výsledky ukázala 

íránská studie případů a kontrol z roku 2017, kdy během prvních 72 hodin života odebrali 

vzorky krve novorozenců, kteří vykazovali známky sepse. Kontrolní skupinu tvořili 

novorozenci s ikterem, u kterých bylo nutné odebrat krev pro hodnocení sérové hladiny 

bilirubinu a dalších laboratorních markerů ke zjištění příčiny žloutenky.  Z krve analyzovali 

standardní biochemické ukazatele a krevní obraz. Ve studii se pak zaměřili na kalprotektin a I/T 

index. Sérový kalprotektin byl měřen standardní ELISA metodou – Biovendor ELISA kit. 

Medián hodnot kalprotektinu ve skupině, která prodělala EOS a čítala 40 novorozenců, byl 23 

760 ng/mL a ve skupině kontrolní, kde bylo také 40 dětí, byla hodnota 13 140 ng/mL, tyto 

výsledky byly na hladině významnosti 0.00295. Recentní studie z loňského roku vedená 

doktorkou Pirr z německého Hannoveru testovala kalprotektin jakožto laboratorní parametr 

pozdní novorozenecké sepse u novorozenců narozených před 32. týdnem gestace. Sérový 

kalprotektin byl odebrán v době prvních klinických projevů sepse. Ve srovnání s CRP a IL-6 

kalprotektin neukázal výhodu, nedokázal rozlišit mezi septickým a zdravým novorozencem96. 

Ve všech těchto pracích autoři využívali k měření sérového kalprotektinu standardní ELISA 

metody. Dalším důvodem nepřesvědčivých výsledků by bezesporu mohla být malá a nesourodá 

kohorta. Novorozenců s EOS bylo pouze 25, kdežto zdravých kontrol téměř dvojnásobně (40). 

Lze spekulovat, že při větší kohortě s EOS by výsledek mohl prokázat statisticky významné 

rozdíly (výsledek p < 0.07 naznačuje určitou statistickou tendenci). Rovněž při větší 

homogenitě pacientů s EOS (gestační stáří, hmotnost, perinatogické faktory) by se hodnoty 

mohly změnit. Kalprotektin je laboratorní známkou aktivace neutrofilů, je možné, 

že u předčasně narozených novorozenců, kdy jsou rezervy neutrofilů snadno vyčerpány kvůli 

snížené krvetvorbě v kostní dřeni, je během sepse jeho hodnota falešně negativní. Pro lepší 

pochopení a ev. využití kalprotektinu v rámci diagnostiky novorozenecké sepse by bylo potřeba 

detailně prozkoumat dynamiku tohoto markeru. 
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Tabulka 3. Výsledky odběrů z publikovaných studií zaměřených na kalprotektin 

a novovorzeneckou sepsi 

studie 
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Terrin, 201191 
✓ 

LOS 
  62 3,1 µg/ml 13,1 mg/dl 16,645 × 10³/mm³ ✗ 52+ 

  ✓  29 1,1 µg/ml 6,2 mg/dl 14,837 × 10³/mm³ ✗ ✗ 

   ✓ 110 0,91 µg/ml 2,1 mg/dl 12,382 × 103/mm³ ✗ ✗ 

Abdel-

Maaboud, 

201292 

✓ 

LOS 
  48 1,5 - 6,5 µg/ml 8 - 29 mg/l 8 - 31 × 10³/dl 10 - 250 pg/mL 8+, 40- 

   ✓ 40 0,5 - 1,4 µg/ml 0,5 - 9 mg/l 3,8 - 16 × 10³/dl 10 - 15 pg/mL  

Decembrino, 

201593 
✓    2,7 µg/ml 6 mg/dl 13,3 x 10³/mm³ ✗ 8+ 

 ✓    1,9 µg/ml 1,5 mg/dl 13 x 10³/mm³ ✗ 33- 

Shams, 201795 
✓ 

EOS 
  40 23 760 ng/ml ✗ 10,42 x 10³/dl ✗ 2+, 38- 

   ✓ 40 13 140 ng/ml ✗ 3.85 x ✗  
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3.2 Projekt 2. Porovnání hladin interleukinu-6 z pupečníkové a periferní 

krve novorozence a definování jeho dynamiky ve vztahu k jednotlivým 

proměnným  

Doporučeným postupem je útočná antibiotická léčba dětí s novorozeneckou sepsí a naopak 

vynechání antimikrobiální léčby u novorozenců bez onemocnění. Nadbytečná ATB terapie 

zasahuje do organismu nezralého dítěte, prokazatelně zvyšuje riziko vzniku nozokomiálních 

infekcí a dalších komplikací, např. nekrotizující enterokolitidy97. Časná a spolehlivá 

diagnostika novorozenecké sepse je jednou ze zásadních otázek současné neonatologie. Hojně 

využívanými laboratorními biomarkery jsou proteiny akutní fáze a prozánětlivé cytokiny. 

Důležitý laboratorní znak je i IL-6. IL-6 je cytokin, který hraje důležitou roli v obraně 

organismu, a to díky svému imunitnímu a hematopoetickému působení a schopnosti vyvolat 

odpověď akutní fáze8. Překážkou pro dostupnost IL-6 na některých pracovištích zůstává jeho 

vysoká cena.  

Novorozenci, především předčasně narození, patří mezi nejzranitelnější populaci dětských 

pacientů. Neinvazivní vyšetřovací metody by měly vždy, pokud to situace a stav dítěte dovolí, 

předcházet těm invazivním.  Proto je snaha držet se toho všem známého hesla „Primum non 

nocere“, především neškodit.  

Vždy když studujeme a v klinické praxi používáme konkrétní laboratorní parametr, je třeba 

znát jeho cut-off hodnoty. Chiesa et al.98 nám ve své studii podal přehledný popis referenčních 

hodnot a postnatální dynamiky IL-6. Průměrná hodnota IL-6 u zdravých donošených 

novorozenců ihned po narození byla 1,69 pg/ml, ve 24. hodině života 4,09 pg/ml a 3,45 pg/ml 

ve 48. hodině života. Dynamika IL-6 u zdravých novorozenců narozených těsně před termínem 

s těmito výsledky korespondovala; 10,9 pg/ml (0 h), 9,3 pg/ml (24 h), a 8,4 pg/ml (48 h). 

3.2.1 Cíle studie 

Klinickým cílem naší studie bylo zjistit, zda lze vyšetřením krve z pupečníku nahradit brzký 

postnatální odběr periferní krve. Jde o snahu omezit odběr periferní krve a nahradit ho 

nebolestivým odběrem z pupečníku. Bylo nutné popsat hladiny IL-6 v pupečníkové krvi 

předčasně narozeného novorozence. Odběr IL-6 z periferní krve je již standardně zaveden 

v rámci diagnostiky novorozenecké sepse. Známe jeho cut-off hodnoty. Dále byla snaha 

porovnat pupečníkové a periferní hodnoty IL-6 a najít mezi nimi vztah v závislosti 
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na perinatálních faktorech jako je gestační stáří, způsob porodu, ATB podaná matce prenatálně, 

předčasný odtok plodové vody, sepse a asfyxie. Popřípadě zjistit, zda lze z pupečníkové 

hodnoty predikovat hodnotu periferní. Naše studie se týkala procesu diagnostiky časné 

novorozenecké sepse.  

3.2.2 Pacienti a metody 

3.2.2.1 Pacienti 

Do studie byli zahrnuti novorozenci narození před ukončeným 35. týdnem gestace (<34+6), 

u kterých se zdařil odběr dostatečného množství pupečníkové krve. U všech dětí narozených 

před ukončeným 35. týdnem gestace se dle standardů pracoviště provádí do 2 hodin od porodu 

odběr žilní krve v rámci skríninku časné novorozenecké sepse – 0,5 ml periferní krve 

na stanovení krevního obrazu a diferenciálního rozpočtu leukocytů a 0,5 – 1 ml krve 

k biochemické analýze (CRP, IL-6).  

3.2.2.2 Metody 

Studie probíhala na Jednotce intenzivní a resuscitační péče Novorozeneckého oddělení Fakultní 

nemocnice Olomouc, které je jedním z 12 českých perinatologických center. Prospektivní 

studie probíhala od dubna 2016 do srpna 2018. Odběr pupečníkové krve byl proveden 

standardně z pupečníkové tepny těsně po vybavení placenty, viz obrázek 5. Odběr krve 

z periferní žíly novorozence byl proveden do 2 hodin od porodu, viz obrázek 6. Hodnoty IL-6 

byly stanoveny na analytickém systému Cobas 8000 (výrobce Roche/Hitachi). Použita byla 

kvantitativní metoda „ECLIA“ (elektrochemiluminiscenční imunostanovení).  

Definice asfyxie dle The American College of Obstetricians and Gynecologists z roku 

201499: 

• Apgar skóre < 5 v 5. a 10. minutě života 

• pH z pupečníkové tepny <7,0 nebo nedostatek bazí (BD) ≥12 mmol/l, nebo obojí 

• poškození mozku dle MRI (magnetická rezonance) 

• přítomnost multisystémového orgánového selhání spolu s hypoxicko-ischemickou 

encefalopatií 
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Kritéria pro hodnocení septických novorozenců a zahájení ATB terapie: 

• klinický obraz sepse, celkové zhodnocení stavu (může se objevit - náhle vzniklá potřeba 

kyslíku, ventilační podpora, apnoické pauzy, bradykardie, hypotenze, intolerance 

glukózy, kapilární návrat > 3 s, rozdíl teploty mezi periferií a tělesným jádrem > 2 °C, 

letargie/dráždivost, tepelná nestabilita, intolerance stravy, zvýšení sérového bilirubinu, 

oligurie, metabolická acidóza) 

• laboratorní parametry: CRP > 10 mg/l a IL-6 > 250 ng/l 

• pozitivní mikrobiologické kultivační vyšetření krve (ev. mozkomíšní mok, kůže a jiné) – 

není podmínkou 

 

 

Obrázek 5. Odběr krve z pupečníkové tepny těsně po vybavení placenty (foto z archivu 

autora) 
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Obrázek 6. Odběr krve z kubitální žíly u novorozence (foto z archivu autora) 

 

3.2.2.3 Statistické metody 

Pro srovnání spojitého znaku (hladina IL-6 či jeho logaritmus) mezi dvěma skupinami pacientů 

jsme použili neparametrický Kruskal-Wallisův test. Tento test je pro dvě skupiny ekvivalentní 

Wilcoxonovu testu. Neparametrický test jsme volili díky výrazné nenormalitě hladin IL-6 

a také proto, že jeho výsledek závisí na pořadí hodnot v obou skupinách, lze tedy lépe přecházet 

mezi původními hodnotami a jejich logaritmy. Pro predikci (na úrovni logaritmů obou hladin) 

jsme použili standardní lineární regresi. Všechny testy proběhly na hladině 0.05. 
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3.2.2.4 Etika 

K analýze vzorku nebylo třeba zvláštního odběru, vyšetření byla provedena z materiálu 

získaného pro odběry prováděné standardním způsobem dle zvyklostí pracoviště. Doplnění 

vyšetření bylo v souladu s informovaným souhlasem stvrzeným zákonnými zástupci dítěte. 

3.2.3 Výsledky 

Párový odběr se podařilo zrealizovat u 73 novorozenců. Průměrné stáří bylo 32+0 týdnů gestace 

(24+0 – 34+6), průměrná porodní hmotnost byla 1740 g (600 g – 3300 g). Z celkového počtu 

73 novorozenců bylo 36 rozeno císařským řezem. Tři novorozenci byli po porodu asfyktičtí 

s potřebou kardiopulmonální resuscitace. 16 novorozenců bylo léčeno antibiotiky pro časnou 

novorozeneckou sepsi. 42 rodiček dostalo prenatálně či perinatálně antibiotika z důvodu 

pozitivity GBS (Streptococcus agalactiae, Gram-pozitivní β-hemolytický kok skupiny B) 

či jiné infekční komplikace matky a 35 rodiček mělo předčasně odteklou plodovou vodu, tedy 

odteklou plodovou vodu před nástupem pravidelné děložní činnosti100. Zmíněná demografická 

data uvádí přehledně tabulka 4. 

 

Tabulka 4. Demografická data sledované kohorty 

⌀ počet týdnů 

gestace 

Porodní 

hmotnost ⌀ 

Císařský 

řez 
Asfyxie Sepse 

ATB 

podaná 

matce 

PROM 

32 

(24+0 – 34+6) 

1740g 

(600 g – 3300 g) 

36 3 16 42 35 

 

Tabulka 5 uvádí naměřené hodnoty IL-6 v pupečníkové a periferní krvi. Jak vidíme, hodnoty 

v periferní krvi jsou mnohonásobně vyšší než hodnoty v krvi pupečníkové. Průměrná hodnota 

IL-6 v pupečníkové krvi byla 16,88 ng/l, v krvi periferní 288,93 ng/l. Medián v krvi 

pupečníkové byl 6,5 ng/l, v krvi periferní 56 ng/l. Minimální naměřená 

hodnota IL - 6 v pupečníkové krvi byla 1,7 ng/l, maximální hodnota 984,7 ng/l. Nejnižší 
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hodnota IL-6 zaznamenaná v periferii bylo 4,7 ng/l, oproti maximu, které dosáhlo v jednom 

případě až 11 932 ng/l. Mezi prvním (pupečník) a druhým (periferie) měřením IL-6 byl zjištěn 

signifikantní rozdíl (p < 0.001). Medián prvního měření je 6,5 ng/l, medián druhého měření je 

56 ng/l, nárůst je téměř desetinásobný. Grafické znázornění vidíme na grafu 5. 

 

Tabulka 5. Naměřené hodnoty IL-6 v pupečníkové a periferní krvi (ng/l) 

 průměr medián minimum maximum 

pupečníková krev 16,88 6,5 1,7 984,7 

periferní krev 288,93 56,0 4,7 11 932,0 

 

Graf 5. Srovnání hodnot interleukinu-6 v pupečníkové (první) a periferní (druhé) krvi. 

Osa y znázorňuje logaritmickou škálu. Rozdíl v hladinách, testováno non-parametrickým 

Kruskalovým–Wallisovým testem, statisticky signifikantní (p < 0.001). 
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Hodnoty IL-6, které by byly zjištěny z periferní krve, lze predikovat z krve pupečníkové 

(graf 6). Jako vhodný se jeví lineární model na úrovni (dekadického) logaritmu obou 

hladin – logaritmus hladiny IL-6 v periferní krvi (IL6_perif) lze modelovat jako lineární funkci 

logaritmu hladiny IL-6 v krvi pupečníkové (IL6_pup). Na našich datech vychází predikční 

model takto: log (IL6_perif) = 1.27 + 0.48 * log (IL6_pup). Pokud odstraníme logaritmy z obou 

stran vztahu, dostaneme rovnici IL6_perif = 18.7 * (IL6_pup)0.48.  

 

Graf 6. Predikce hodnot interleukinu-6 v periferní krvi na základě hodnot v krvi 

pupečníkové. Osa y je skutečný (naměřený) logaritmus hladin IL-6 v periferní krvi; osa x 

ukazuje předpokládané hladiny. 

 

V další analýze jsme se soustředili na závislost vzrůstu IL-6 v periferní krvi oproti jeho hodnotě 

v krvi pupečníkové na dalších proměnných (předčasně odteklá plodová voda, ATB podaná 

matce před porodem, císařský řez, poporodní asfyxie, sepse). Vzrůst hladiny IL-6 jsme 

definovali jako log (IL6_perif) – log (IL6_pup). Vzrůst hladiny IL-6 není na zmíněných 

faktorech statisticky závislý (graf 7-11). Není závislý na tom, zda předčasně odtekla plodová 

voda (p = 0.5), na ATB podaných matce prenatálně (p = 0.14), na způsobu porodu (p = 0.75), 

na asfyxii (p = 0.10), ani na sepsi (p = 0.16). 
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Graf 7. Závislost vzrůstu interleukinu–6 v periferní krvi oproti jeho hodnotě v krvi 

pupečníkové na předčasně odteklé plodové vodě (PROM=1) 

 

Graf 8. Závislost vzrůstu interleukinu–6 v periferní krvi oproti jeho hodnotě v krvi 

pupečníkové na antibiotické terapii podané matce před porodem (ATB=1) 
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Graf 9. Závislost vzrůstu interleukinu–6 v periferní krvi oproti jeho hodnotě v krvi 

pupečníkové na způsobu porodu 

 

Graf 10. Závislost vzrůstu interleukinu–6 v periferní krvi oproti jeho hodnotě v krvi 

pupečníkové na asfyxii (ASF=1) 
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Graf 11. Závislost vzrůstu interleukinu–6 v periferní krvi oproti jeho hodnotě v krvi 

pupečníkové na sepsi 

 

 

3.2.4 Diskuze a závěr 

Důvodem problematického přístupu k septickým novorozencům, resp. předčasně narozeným 

novorozencům, je nespecifický klinický obraz a nezralý imunitní systém. Je snaha najít ideální 

laboratorní znak, který by včas septického novorozence rozpoznal. V neonatologii se již 

na začátku diagnostického procesu potýkáme se specifickým problémem, a to s omezeným 

množstvím biologického materiálu (krve). Objem krve nezralého novorozence činí asi 80 ml/kg 

tělesné hmotnosti. Tito pacienti jsou velmi zranitelní, je proto snaha všech ošetřujících lékařů 

volit přístupy co nejméně invazivní. V diagnostice časné novorozenecké sepse by odběr 

pupečníkové krve mohl nahradit odběr z periferní krve, který se standardně provádí v prvních 

hodinách života. 

Proběhla řada studií, ve kterých se autoři zaměřili na pupečníkový IL-6 jakožto diagnostický 

nástroj časné novorozenecké sepse, a to jak u donošených, tak předčasně narozených 

novorozenců. Ve všech těchto studiích měl pupečníkový IL-6 u septických novorozenců 

zvýšené hodnoty. Nebrali ale v úvahu dynamiku tohoto cytokinu. Používali stejné cut-off 

hodnoty jako v periferní krvi101–109. Jak vidíme na výsledcích naší studie, dynamiku IL-6 nelze 
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při jeho hodnocení opomenout. V italské studii z roku 2001 se autoři zaměřili na referenční 

rozmezí postnatálních hodnot IL-6. Do studie zahrnuli 148 novorozenců narozených 

po ukončeném 35. týdnu gestace. Tito novorozenci byli po dobu sledování (4 týdny) 

bez infekčních komplikací. Naměřené hodnoty ve všech třech časových bodech (0, 24, 48 

hodin) negativně korelují s gestačním věkem. U donošených novorozenců byla průměrná 

hodnota IL-6 signifikantně nižší v pupečníkové krvi (1,69 ng/l) než ve 24. (4,09 ng/l) 

a 48. hodině (3,45 ng/l). U novorozenců předčasně narozených byla již pupečníková hodnota 

vyšší než u dětí termínových a to 10,9 ng/l. Zde však nevidíme tak výrazný rozdíl ve 24. hodině 

(9,3 ng/l) a 48. hodině (8,4 ng/l). Autoři se domnívají, že u předčasně narozených dětí začíná 

stresová reakce organismu již před narozením, a to by mohl být důvod vyšších hodnot 

v pupečníkové krvi98. V naší studii byla průměrná hodnota IL-6 v pupečníkové krvi 16,88 ng/l. 

Možným důvodem by mohla být skutečnost, že naše kohorta sestávala z novorozenců 

narozených před ukončeným 35. týdnem gestace, průměrně 32. týden. Jednalo 

se o novorozence předčasně narozené, u nichž pravděpodobně začíná stresová reakce 

organismu již intrauterinně. Hodnota ve 24. hodině života se zásadně liší od námi naměřených 

hodnot v prvních dvou hodinách života.   

Není pochyb o tom, že IL-6 je velmi dynamický marker. Důvody pro rychlý vzestup v tomto 

krátkém poporodním období (do 2 hodin od narození) je nejasný. Je možné uvažovat o stresové 

reakci organismu způsobenou porodem, oxidačním stresem, reakcí na změnu vnějšího prostředí 

a kontaktem s mikrobiálními antigeny, prematurita aj. K objasnění je nutné provést doplňující 

studie zaměřené tímto směrem. K diagnostice časné novorozenecké sepse je pravděpodobně 

možné použít hodnoty hladin IL-6 z pupečníkové krve. Vždy je nutno použít příslušné 

(a odlišné) cut-off hodnoty. Naše studie je jedinečná zhodnocením dynamiky tohoto centrálního 

cytokinu v časném postnatálním období. Poukázala na nutnost používání jiných cut-off hodnot 

při užití pupečníkového IL-6 jakožto laboratorního znaku časné novorozenecké sepse. Limitací 

studie by mohl být výběr kohorty a fakt, že téměř jedna čtvrtina novorozenců byla zatížena 

patologií (sepse, asfyxie). Avšak při statistickém zpracování jednotlivých proměnných vidíme 

nezávislost vzestupu IL-6 na těchto proměnných. Tato „nezávislost“ je zajímavá a potvrzuje 

jeho prediktivní univerzálnost. Dle meta-analýzy z roku 2022, která se zaměřila na periferní 

a pupečníkový IL-6 v diagnostice časné novorozenecké sepse, je senzitivita a specificita IL-6 

v pupečníkové krvi vyšší než v krvi periferní – 83 vs. 71 % a 85 vs. 77 %110.  
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Na našem pracovišti pupečníkový IL-6 nahradil časný odběr z periferní krve. IL-6 z pupečníku 

bereme u všech dětí pod < 34 + 6 (včetně) týdnů gestace. Dle výsledků naší studie, klinické 

praxe a literárních zdrojů pracujeme s následujícími pravidly: 

• pupečníkové hodnoty, při klinických známkách: 20-25 ng/l velmi suspektní 

• sérové hladiny, při klinických známkách: 250-300 ng/l velmi suspektní 

• při těchto hodnotách a klinických známkách indikujeme ATB a ev. dle dalšího 

monitoringu časně vysadíme 

• pokud jsou tyto hodnoty bez klinických známek sepse, čili odběr se bral z jiného důvodu, 

pak ATB neindikujeme 

• hodnoty (pupečníkové i periferní) 1000 ng/l a více – ATB indikujeme i bez klinických 

známek sepse 
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3.3 Projekt 3. Stanovení exprese povrchového receptoru CD64 na povrchu 

neutrofilů u septických novorozenců metodou průtokové cytometrie 

Hledání nových, spolehlivých diagnostických laboratorních znaků, které by dokázaly 

s vysokou jistotou potvrdit či vyloučit přítomnost systémové bakteriální infekce u předčasně 

narozených dětí je prioritním úkolem současné neonatologie. Častý výskyt novorozenecké 

sepse, zranitelnost organismu v novorozeneckém období a obavy z následků vede v klinické 

praxi běžně k zahajování ATB terapie i při vzniku nespecifických klinických příznaků, 

a tedy teoreticky k jejich nesprávné indikaci. Přitom nadužívání této terapie přináší významná 

negativa (asociace s výskytem nekrotizující enterokolitidy, vznik rezistentních bakteriálních 

kmenů, ovlivnění mikrobiomu novorozence)111,112. Klinické projevy infekce jsou 

v novorozeneckém věku nespecifické, a to zejména v populaci předčasně narozených 

novorozenců. Překrývají se s jinými komplikacemi nezralosti (RDS, oběhová nestabilita, 

otevřený duktus arteriosus, poruchy termoregulace atd.)113,114. Ve výzkumných pracích bylo 

a je testováno užití mnoha potencionálních biomarkerů – proteinů, cytokinů, metabolomik, 

genomik. Jednou z možností, jak časně odhalit reakci organismu na invazi patogenních kmenů, 

je detekce povrchových znaků buněk podílejících se na imunitní reakci. Takovýto povrchový 

znak je např. receptor CD64. CD64, známý také jako Fc-gamma receptor 1, je vysokoafinitním 

receptorem pro IgG protilátky, a podílí se tak na procesu fagocytózy opsonizovaných bakterií. 

Ke zvýšení exprese receptoru na povrchu neutrofilů dochází asi za hodinu po invazi 

patogenních kmenů. Mohlo by jít o poměrně časný ukazatel infekční komplikace. Zprávy 

o využití stanovení exprese CD64 na neutrofilech (nCD64) v diagnostice novorozenecké sepse 

jsou poněkud rozporuplné a nepřinášejí jasné výsledky115. Vzhledem k nejednoznačnosti 

publikovaných dat jsme v rámci hledání nových laboratorních markerů novorozenecké sepse 

zahájili vlastní měření tohoto povrchového znaku.  

3.3.1 Cíle studie 

Cílem naší pilotní studie bylo ověření možnosti využití jedné z metodik stanovení nCD64 

v diagnostice novorozenecké sepse u předčasně narozených novorozenců.  
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3.3.2 Pacienti a metody 

3.3.2.1 Pacienti 

Byly vyšetřeny krevní vzorky předčasně narozených novorozenců (narozených 

před 35. týdnem těhotenství) hospitalizovaných na Jednotce intenzivní a resuscitační péče 

Novorozeneckého oddělení Fakultní nemocnice Olomouc od března 2016 do června 2017. Tito 

pacienti byli rozděleni do dvou skupin: 

I. Časná novorozenecká sepse. U každého novorozence narozeného před 35. týdnem 

gestace se na našem pracovišti odebírá pupečníková krve CRP, IL-6 a krevní obraz 

v rámci diagnostiky časné novorozenecké sepse. Z tohoto důvodu již neprovádíme časný 

(do 2 hodin od porodu) odběr z periferie. Postnatální (a tedy kontrolní) odběr ke stanovení 

počtů krevních elementů a biochemického vyšetření provádíme mezi 12. a 24. hodinou 

života dítěte. Novorozencům zařazeným do I. skupiny byly vyšetřeny krevní vzorky 

dle tohoto standardu. 

II. Pozdní novovozenecká sepse. Ve druhé skupině pacientů bylo vyšetření provedeno 

v rámci kontrolního laboratorního vyšetření nebo při podezření na pozdní 

novorozeneckou sepsi, tedy kdykoliv, ale ne dříve než po 72. hodině života. Novorozenci 

zařazeni do této skupiny naplnili některá z těchto kritérií: 

• klinický obraz sepse, celkové zhodnocení stavu (může se objevit - náhle vzniklá 

potřeba kyslíku, ventilační podpora, apnoické pauzy, bradykardie, hypotenze, 

intolerance glukózy, kapilární návrat > 3 s, rozdíl teploty mezi periferií a tělesným 

jádrem > 2 °C, letargie/dráždivost, tepelná nestabilita, intolerance stravy, zvýšení 

sérového bilirubinu, oligurie, metabolická acidóza)  

• laboratorní parametry: CRP > 10 mg/l a IL-6 > 250 ng/l 

• pozitivní mikrobiologické kultivační vyšetření krve (ev. mozkomíšní mok, kůže 

a jiné) – není podmínkou 

3.3.2.2 Metody 

K analýze byly použity vzorky odebrané pro stanovení krevního obrazu a diferenciálního 

rozpočtu. U všech vzorků bylo provedeno stanovení a kvantifikace určených povrchových 

buněčných znaků metodou průtokové cytometrie. Analýza získaných vzorků byla realizována 

metodou vícebarevné průtokové cytometrie s panelem protilátek proti CD3, CD4, CD8, 

CD16+CD56+, CD14, CD15, CD163, CD19, CD138, CD45RO, CD64 a patřičných 
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izotypových kontrol na cytometru FACS Canto II (Becton Dickinson) s použitím analytického 

software FACS Diva ver. 8.0 1 (BD Biosciences). U cílových subpopulací bylo stanoveno jejich 

procentuální zastoupení. V případě CD64 se jedná o populaci exprimovanou na CD15 

pozitivních granulocytech, přičemž k analýze dat bylo akvirováno minimálně 50 000 událostí 

v gatu granulocytů. Ověření pozitivity CD64 bylo provedeno pomocí mediánu fluorescenční 

intenzity. 

Ostatní diagnostika a terapie byla prováděna dle zavedených diagnostických a terapeutických 

standardů pracoviště, včetně stanovení běžných biochemických markerů. Před zahájením 

terapie byl proveden odběr krve k mikrobiologickému hodnocení. Následně byl vyhodnocen 

stav a průběh onemocnění u dětí, které byly zařazeny do kategorií dle klinického průběhu 

a výsledků laboratorního vyšetření:  

a. Jistá sepse (pozitivní klinické i laboratorní příznaky, pozitivní mikrobiologické kultivační 

vyšetření krve) 

b. Pravděpodobná sepse (pozitivní klinické i laboratorní příznaky, negativní 

mikrobiologické kultivační vyšetření krve) 

c. Sepse klinická (pozitivní klinické, negativní laboratorní příznaky a negativní 

mikrobiologické kultivační vyšetření krve) 

d. Sepse nepřítomna (negativní klinické, laboratorní příznaky i mikrobiologické kultivační 

vyšetření krve).  

3.3.2.3 Statistické metody 

Rozdíly ve spojitých proměnných mezi skupinami (například rozdíl v expresi nCD64 mezi 

pacienty se sepsí a bez sepse) byl srovnáván pomocí boxplotů a testován Kruskalovým-

Wallisovým testem. Standardní ROC křivky vznikly tak, že pro všechny možné cut-off hodnoty 

zkoumaného prediktoru jsme vynesli na osu x doplněk specificity do jedničky a na osu y 

senzitivitu. Vzhledem k malému počtu pacientů jsme obecně dávali přednost vizualizaci dat 

před testováním hypotéz. Případné testy hypotéz byly prováděny na hladině 0.05. Všechny 

analýzy byly provedeny v softwaru MATLAB 2013b and Statistics Toolbox, The MathWorks, 

Inc., Natick, Massachusetts, United States. 
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3.3.2.4 Etika 

K analýze vzorku nebylo třeba zvláštního odběru, vyšetření byla provedena z materiálu 

získaného pro odběry prováděné standardním způsobem dle zvyklostí pracoviště. Doplnění 

vyšetření bylo v souladu s informovaným souhlasem stvrzeným zákonnými zástupci dítěte. 

3.3.3 Výsledky 

V první skupině pacientů (zaměřené na diagnózu časné novorozenecké sepse) bylo vyšetřeno 

174 novorozenců. Průměrná porodní hmotnost byla 1613 g (410 g – 2450 g), gestační věk 

při narození 31 týdnů (24-33). Z tohoto počtu mělo jistou (a) nebo pravděpodobnou sepsi (b) 

celkem 23 pacientů, u ostatních se o infekční komplikaci nejednalo. U všech 23 pacientů s jistou 

nebo pravděpodobnou sepsí byla zahájena ATB terapie dle doporučení. Po statistickém 

zpracování výsledků vidíme na grafu 12 významnou asociaci signifikantně zvýšených hodnot 

nCD64 a výskytem sepse (jisté nebo pravděpodobné).  

 

Graf 12. Hodnoty nCD64: srovnání skupin pacientů s a bez EOS. Rozdíl v expresi nCD64 

je statisticky významný na hladině 10-13. 
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Na grafu 13, který znázorňuje výsek ROC křivky, vidíme opět vysokou prediktivní hodnotu 

nCD64 pro novorozeneckou sepsi (jistá, pravděpodobná). Jako ideální cut-off hodnota se jeví 

13 %. 

 

Graf 13. Výsek ROC křivky, srovnání senzitivity a specificity pro jednotlivé cut-off 

hodnoty nCD64. True positive (TP), false positive (FP), true negative (TN), and false negative 

(FN) cases. 

 

 

Ve druhé skupině (zaměřené na diagnózu pozdní novorozenecké sepse) bylo vyšetřeno 

43 novorozenců. Průměrná porodní hmotnost byla 1282 g, (410 – 2200 g), gestační věk 

při narození 31 týdnů (24 - 33), u 4 pacientů se jednalo dle kritérií o sepsi jistou (a), u 4 o sepsi 

pravděpodobnou (b), 35 pacientů sepsi nemělo. I v této skupině pacientů byla průkazná 

asociace hodnot nCD64 se sepsí (pravděpodobnou nebo jistou, p < 0.0001), signifikantní byl 

i rozdíl hodnot nCD64 mezi oběma skupinami pacientů se sepsí (p = 0.0001; viz Graf 14). 

Pro nízký počet pacientů nebyla konstruována a hodnocena křivka ROC. U těchto pacientů 

jsme provedli analýzu srovnávající asociaci nCD64 ve srovnání s CRP a počtem leukocytů, 
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které byly odebrány ve stejné době. Asociace je těsnější v případě nCD64 ve srovnání 

s hodnotou CRP i leukocytů (graf 15,16). 

 

Graf 14. Srovnání hodnot exprese nCD64 v kategoriích pozdní novorozenecké sepse 

(LOS). Rozdíly mezi skupinami jsou významné na hladině p = 0.0001. 
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Graf 15. Srovnání markerů (CRP [mg/l] a nCD64) a jejich výtěžnosti v diagnostice pozdní 

novorozenecké sepse (LOS). Exprese nCD64 stratifikuje pacienty zřetelně lépe (vertikální 

dělení) než CRP (horizontální dělení). 
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Graf 16. Srovnání markerů (počet leukocytů a nCD64) a jejich výtěžnosti v diagnostice 

pozdní novorozenecké sepse (LOS). Exprese nCD64 stratifikuje pacienty zřetelně lépe 

(vertikální dělení) než počet leukocytů (horizontální dělení). 

 

3.3.4 Diskuze a závěr 

V literatuře přibývá důkazů o možnosti využití nCD64 v diagnostice novorozenecké sepse 

u donošených i předčasně narozených novorozenců. Dle publikovaných dat jde o laboratorní 

parametr s časným vzestupem. Další výhodou je stabilita jeho hodnot v časném poporodním 

období116. Výsledky studií jsou však nejednoznačné, což může být dáno jak rozdílností 

použitých metod stanovení nCD64, tak zejména malou homogenitou zkoumaných souborů. 

Velká část publikovaných studií nedostatečně rozlišuje jednotlivé skupiny pacientů (předčasně 

narozené děti, děti narozené v termínu), odlišnou patofyziologii onemocnění (rozdílná 

dynamika onemocnění při prenatálně vzniklé infekci ve srovnání s mikrobiální invazi 

postnatální), často není přesně stanovená doba odběru, což zcela opomíjí dynamiku vzestupu 

infekčních markerů117–120. Doposud byly publikovány dvě meta-analýzy, ani tyto se neshodují 
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ve svých závěrech: zatímco první považuje nCD64 za ukazatel spíše málo přínosný78, druhá 

popisuje jeho excelentní diagnostickou přesnost121.  

Výsledky naší pilotní studie ukazují na velmi těsnou a významnou asociaci nCD64 s výskytem 

novorozenecké sepse. Tato zjištění však nelze generalizovat z vícero důvodů: námi použitá 

metodika je odlišná od převážně používaných způsobů stanovení nCD64 – výsledná hodnota 

uvádí podíl CD64 pozitivních neutrofilů, nejde o nejčastěji používaný index vůči standardu. 

Studovaná populace je malá s nízkým zastoupením novorozenců se sepsí – z tohoto důvodu 

bude nutno v dalších studiích zpřesnit indikační kritéria a soubor adekvátním způsobem rozšířit. 
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4 Shrnutí experimentální části 

Ve všech třech pilotních studiích jsme se zaměřili na dynamiku a diagnostickou přesnost 

nových perspektivních laboratorních znaků časné i pozdní novorozenecké sepse. Právě 

dynamika těchto biomarkerů je v procesu pochopení a umění interpretace předložených 

výsledků klíčová. Jako typický příklad, kdy znalost dynamiky laboratorního parametru je 

nezbytná, lze uvést CRP v diagnostice časné novorozenecké sepse. Zde se jeho užití 

nedoporučuje, a to právě pro jeho pomalou reakci a výrazné zpoždění za klinickým obrazem. 

Je však vhodný k monitorování úspěšnosti zvolené terapie. Naproti tomu vhodný biomarker 

v diagnostice časné novorozenecké sepse je centrální cytokin IL-6. Jeho extrémní dynamiku 

jsme prokázali také v naší studii. Tento cytokin pro monitoraci na rozdíl od zmíněného CRP 

vhodný není. 

Studované kohorty v našem projektu, resp. projektech byly vyvážené co do skladby 

testovaných novorozenců, tak do časové přesnosti odebraných vzorků. Určitou nevýhodou, 

kterou je třeba brát v potaz v interpretaci výsledků, je nízký počet septických novorozenců, 

a to ve všech třech projektech. Naproti tomu výhoda naší studie je poměrně vysoký počet 

naměřených vzorků. 

Zásadním přínosem naší studie pro klinickou praxi je zavedení neinvazivního odběru 

pupečníkové krve k měření IL-6. Tato metoda zcela nahradila odběr z periferní krve v průběhu 

prvních 2 hodin života. V rámci skríninku časné novorozenecké sepse tento odběr podstupují 

všichni novorozenci narození před 35. týdnem gestace, kteří jsou hospitalizovaní na Jednotce 

intenzivní a resuscitační péče Novorozeneckého oddělení Fakultní nemocnice Olomouc. 
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6 Seznam použitých zkratek 

ANC – absolute neutrophil count 

APC – antigen prezentující buňky 

APPs – proteiny akutní fáze 

ATB – antibiotika 

CRP – C-reaktivní protein 

CFU – colony forming units 

DAMPs – damage associated molecular pattern molecules 

EOS – časná novorozenecká sepse, early-onset sepsis 

GBS – Streptococcus agalactiae, grampozitivní β-hemolytický kok skupiny B 

IBD – nespecifický střevní zánět 

I/T index – immature to total neutrophil ratio 

IL-6 – interleukin-6 

IL-1β – intekleukin-1βa  

JIA – juvenilní idiopatická artritida 

LOS – pozdní novorozenecká sepse, ate-onset sepsis 

MRI – magnetická rezonance 

NET – Neutrophil Extracellular Trap 

NLR – neutrofil/lymfocyt index 

PAMPs – pathogen associated molecular patterns 
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PCT – prokalcitonin 

PROM – předčasně odteklá plodová voda 

PRR – receptory rozpoznávající patogeny 

RDS – syndrom dechové tísně novorozence 

ROC – Receiver Operating Characteristic 

sC – císařský řez 

SIRS – systémová zánětlivá reakce organismu 

SOFA – Sequential Organ Failure Assessment 

TNF-α – tumor necrosis factor-α 

TLRs – Toll-like receptory 

TTP – time to positivity 

UPV – umělá plicní ventilace 
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pupečníkové na sepsi  

Graf 12. Hodnoty nCD64: srovnání skupin pacientů s a bez EOS 
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Přehledový článek: Baštan, A., Ludíková, B. Vrozené hemolytické anemie jako příčiny 

nekonjugované hyperbilirubunemie u novorozenců – stručný přehled. Neonatologické 
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