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Standard biomarkers of inflammation, such as the total leukocyte
count, neutrophil count, and acute phase reactant levels C-reactive
protein, procalcitonin, have reasonable negative predictive value for
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Souhrn
Novorozenecka sepse je celosvétove nejcastéjsi pricinou umrti u novorozencu, zvIasté
Vv rozvojovych zemich. Vc¢asna diagnostika a rychle zapocata 1écba je klicovym faktorem
ke snizeni umrtnosti. V klinické praxi se jako zlaty standard v diagnostice novorozenecké
sepse vyuziva hemokultura. Nevyhodou této metody je, Ze po antibiotické profylaxi matek
je bakterialni rist nizky, zvlasté v hemokultuie. Standardni biomarkery sepse jako celkovy
pocet leukocytu, celkovy pocet neutrofilti, c-reaktivni protein a prokalcitonin maji u
novorozenecké sepse dobrou negativni prediktivni hodnotu, ale jejich pozitivni prediktivni
hodnota je limitovéna.
C-reaktivni protein je bézné¢ pouzivanym markerem pro detekci bakteridlni sepse
u déti a novorozenci, neni vSak vhodny jako marker sepse v raném staddiu a postrada
specifitu. Lepsim markerem sepse u déti je prokalcitonin, bohuzel jej nelze pouzit
u novorozenci Vv prvnich dnech zivota, kvili jeho fyziologicky zvySené hodnoté¢
po porodu. Pravé ztéchto divodii jsou hledany nové markery, které by disponovaly
vysokou senzitivitou a specifitou a zarovenn umoznovaly diagnostiku jak casné, tak pozdni

novorozenecke sepse.

CD64, znamy jako Fc-gama receptor je vysoce afinitni imunoglobulin, ktery se jevi
jako slibny marker novorozenecké sepse, jelikoz jeho exprese narusta jiz hodinu
od pocatku infekce.

Predkladand diplomova prace se zaméfuje na detekci Casnych forem sepse
u novorozencd. V ramci praktické ¢asti bylo metodou pritokové cytometrie analyzovano
217 vzorkid periferni krve novorozencii S cilem potvrdit asociaci pfitomnosti infekce

se zvySenou expresi CD64.



Summary

Neonatal sepsis is one of the most common causes of mortality of neonates all over the
world, particularly in developing countries. Prompt diagnosis and treatment of neonatal
sepsis are crucial to prevent severe mortality. Hemoculture is used as golden standard in
clinical practice. The biggest disadvantage of this method is that bacterial growth is low
after antibiotical profylaxion of mothers. Standard biomarkers of inflammation, such as the
total leukocyte count, neutrophil count, and acute phase reactant levels C-reactive protein,
procalcitonin, have reasonable negative predictive value for infection, but their positive

predictive value is limited.

C-raective protein is normally used marker of neonatal and child sepsis, nevertheless
IS not suitable marker of early onset sepsis because of its low and specifity during early
stage of infection. Better marker of bacterial sepsi sis procalcitonin, unfortunately is
useless during the first days of life, because of its fyziologicaly high levels after birth.
Therefore new markers are seeked. Ideal marker should have high sensitivity and specifity

and also enable diagnosis of both early and late onset sepsis.

As promising marker of neonatal sepsis seems nCD64, also known as FC-gama

receptor, because its expression increasis already after one hour after onset of infection.

Presented thesis is focused on detection of early forms of neonatal sepsis. In
experimental part of this thesis was analyzed 217 periferial blood samples from neonates to

prove association of CD64 increasing expression during bacterial infection.
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1 Uvod

I ptes rozsahly vyzkum a pokrok v oblasti moderni mediciny je sepse celosvétove
nejcastejsi pri¢inou umrti u novorozenct, nejvice ohrozenou skupinou jsou déti predcasné
narozené a ty s nizkou porodni vahou. Klicem ke snizeni mortality septickych novorozencii
je vCasna diagnostika. Problémem vsak je, ze sepse u novorozenct ma v ¢asné fazi pouze
nespecifické klinické piiznaky. Pokud jsou tyto symptomy pfitomny, je V klinické praxi

preventivné zahajena antibioticka terapie.

Zlatym standardem v diagnostice novorozenecké sepse je mikrobiologicka kultivace
vzorku periferni krve tzv. hemokultura, dale je vyuzivdno stanoveni CRP, prokalcitoninu,
absolutniho poctu leukocytli, neutrofilli a nezralych neutrofild. Nicméné ani jedna z téchto

metod neni idealni pro v€asnou diagnostiku, at’ uz kvili délce trvani, nebo nizké specifité.

Vzhledem Kk témto nedostatkim jsou hledany nové markery, ty by mély idealné
umoznovat diagnostiku ¢asné i pozdni faze infekce a rychle reagovat na G€innost zavedené
lécby. Senzitivita idedlniho markeru by se méla blizit 100 %, stejné¢ jako jeho negativni
prediktivni hodnota. Vzhledem ke skupiné pacienti by mél byt marker vySetfitelny
z malého mnozstvi vzorku, vySetfeni by mélo byt rychlé, jednoduché a levné. Zadny
z doposud pouzivanych markerti novorozenecké sepse tato kritéria nespliiuje. Jako vhodna
alternativa se jevi stanoveni CD64 pomoci pritokové cytometrie. Vyhodou pouziti této

metody jsou rychle dostupné vysledky a potfeba pouze malého objemu krve.



Cile prace

Vypracovat literarni resersi na téma diplomové prace

Zmapovat reakce imunokompetentnich subpopulaci u novorozencti v septickém
stavu

Vyvinout prakticky pouzitelnou metodiku pro detekci ¢asnych forem

novorozenecké sepse pomoci prutokové cytometrie
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3 Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 Sepse

Prvni pouziti slova ,,sepse” je pfisuzovano Hippokratovi, ktery jim oznacil rozklad
organické hmoty. Dlouhd 1éta bylo studium sepse a snahy o hledani novych 1é¢ebnych
postupit komplikovano vzijemnym zaménovanim pojmut bakteremie, septikemie, sepse
a dal8ich, coz vedlo k obtizné interpretaci vysledka klinickych studii (Pricha et al., 2015).
Vroce 1992 na konferenci Critical Care Society byla ustanovena definice, ktera
je uznavana dodnes. Sepse je tedy systémova zanétliva reakce organismu na ptitomnost
infek¢niho agens a jeji prib¢h je rozdélen na tii stadia: sepse, t€zka sepse a septicky Sok.
Rovnéz byl ve spojitosti se sepsi zaveden pojem systémova zanétlivd reakce
(SIRS-systemic inflammatory response syndrom). Tento stav je charakterizovan zvySenim
télesné teploty nad 38 °C nebo naopak jejim snizenim pod 36 °C, dale pak zvySenou
tepovou a respiraéni frekvenci. V krvi se pak projevuje poétem leukocytd nad 12 000/mm?3

nebo pod 4 000/mm?3 (Bone et al., 1992).

Sepse miize postihnout kteréhokoliv cloveka, bez ohledu na vék (obr. ¢ 1 vznik sepse).
Nejvetsi riziko vSak piedstavuje pro seniory a novorozence, zvlasté pak pro ty piedc¢asné
narozené. Obecné jsou ohroZeni lidé se ziskanou formou imunitni nedostatecnosti,
onkologi¢ti pacienti, osoby trpici jaterni cirhdzou, pankreatitidou nebo lidé IéCeni

imunosupresivni nebo biologickou 1écbou.

11



SEPSE

® g'e T-lymfocyth ROS
. —> B-lymfocyti SIRS
Apoptoza - vt i)
Imunosuprese a defekt Prozanétlivé stadium
vrozené imunity 7 éindoéhehalm IC. _\Ml luk A
3 e spe " 1A 1 a B2 integriny na leukocytec
Neschopnost zbav 1t¢se mikroorganismu b foe iy ekt
MOF Y
] M?F
Smurt Smrt

Obr. ¢. 1: Vznik sepse
Legenda:

Sepse muze zacit jako bakteridlni pneumonie nebo jako peritonitis spojenou s unikem

sttevniho obsahu do bfi$ni dutiny.

A: Nasledujici udalosti vedou Kkapoptoze T a B-lymfocyth a imunosupresi.
To vede  kneschopnosti  organismu  zbavit se  bakterii, coz  vyusti
vV multiorganové selhani (MOF), které nasleduje smrt.
B: Rozvoj sepse mlzZe vézt ke tvorbé reaktivnich kyslikovych radikald (ROS),
a k systémové zanétlivé reakci (SIRS), rovnéZz dochazi k imunoaktivaci endothelialnich
bunék a leukocytd, v kone¢ném stadiu dochazi k MOF a smrti. Upraveno podle: Ward et
Bosmann, 2012
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3.1.1 Diagnostika sepse

I pfes vsechny pokroky moderni mediciny a antimikrobidlni terapie, je v USA sepse
nejéastéjsi pri¢inou smrti téZce nemocnych pacientt (Martin, 2014). Ro¢né zde ma sepse
na svédomi stejny pocet umrti jako akutni infarkt myokardu (Angus et al., 2001). Studie
prokazaly, ze kazda hodina prodleni v diagnostice sepse znamena vyssi mortalitu pacientl
(Kumar et al., 2009). Vcasna diagnostika je tedy v 1é¢bé klicova. Aby byla sepse
diagnostikovana z klinického hlediska, musi byt u pacienta pfitomny nejmén¢ dva z téchto

symptomu:

e T¢lesna teplota > 38 °C nebo < 36,5 °C
e Tepova frekvence > 90 tepli za minutu
e Dechova frekvence > 20 vdechi za minutu

e Zvyseny podet bilych krvinek (>12 000/mm3)

Laboratorni diagnostika sepse spoc¢iva v pouziti metod klinické biochemie, hematologie,
imunologie, mikrobiologie a molekularni biologie. Klicovou roli v diagnostice sepse hraji
biomarkery, které indikuji jak pifitomnost sepse tak, zdali je pivodcem infekce bakterie
nebo virus (Marshall et Reinhart, 2009). Pomoci biomarkert je rovnéz mozné rozlisit, zda
se jedna o infekci lokalni nebo systémovou (Pierrakos et Vincent., 2010). V rutinni
klinické praxi se vSak vyuziva pouze zlomek biomarkert, divodem je to, Ze jsou

to pfevazn¢ markery organové dysfunkce, ke které u sepse dochazi.
3.1.2 Markery sepse

3.1.2.1 C-reaktivni protein

C-reaktivni protein fadime mezi proteiny akutni faze, v klinické praxi
je to nejpouzivanéj$i marker zanétlivych reakci organismu. Objeven byl v roce 1930
Tillettem a Francisem u pacientd s pneumokokovou pneumonii. Jedna se o cyklickou
slouCeninu, sestavajici zpéti identickych nekovalentné vazanych podjednotek

(Peisajovich et al., 2008).

CRP je syntetizovan jatry s maximem produkce 24-48 hodin po zanétlivém podnétu.
Jeho produkce v hepatocytech je stimulovéana piedevs§im interleukinem 6. Hlavni funkci
CRP je vazba cizorodych struktur a aktivace komplementového systému, klasickou

i alternativni cestou, stimulace opsonizace a fagocytozy (Peisajovich et al., 2008).

13



Koncentrace CRP u zdravych osob je mensi nez 5 mg/l, vysi jeho koncentrace
je mozno vyuzit diferencidlné diagnosticky k rozliSeni bakteridlni infekce od virové
(Haran et al., 2013). Zatimco u bakterialnich infekci dosahuje hodnot 100-300 mg/I a vice,
u virovych, dochazi jen k mirnému vzestupu CRP a to v rozmezi 20-50 mg/l. ZvySenou
koncentraci CRP mulzeme rovnéz pozorovat u autoimunitnich onemocnéni jako
je revmatoidni artritida, nadorovych onemocnéni, traumatu nebo po chirurgickych
zakrocich (Ansar et Ghosh, 2013). Pravé i ztohoto divodu neni CRP specifickym
parametrem pfitomnosti infekéniho onemocnéni, proto se v klinické praxi vyznamné

uplatniuje peptid, kterym je prokalcitonin (Pricha et al., 2015).

3.1.2.2 Prokalcitonin

V poslednich letech se stal PCT vyznamnym biomarkerem v diagnostice bakterialni
infekce. Jedna se o peptid, ktery je prekurzorem hormonu kalcitoninu, ktery je zodpovédny
za kontrolu hladin vépniku v krvi. Za fyziologickych podminek je produkovan Stitnou
zlazou, ale vpfipadé sepse jej muze syntetizovat kterdkoliv  builka
(Morgenthaler et al.,, 2003). Fyziologickd koncentrace PCT u zdravych jedinct
se pohybuje v rozmezi od 0-0,5 pg/l, hodnoty vyssi nez 2 ug/l jiz ukazuji na systémovou
infekci (tabulka ¢. 1). Jednou znejvétsich vyhod PCT oproti ostatnim markerim
v diagnostice sepse je rychlé zvysSeni jeho koncentrace, které je mozno pozorovat

jiz po 3-6 hodinach.

PCT je rovnéz vhodnym ukazatelem uspéSnosti 1é¢by, jelikoZ jeho polocas rozpadu
je 24 hodin. Pfi monitorovani pacienta s podezienim na bakteridlni sepsi se doporucuje

stanoveni PCT jedenkrat denné, kdy pokles o 50% ukazuje na Gspésné nasazenou lécbu.

Ve srovnani s C-reaktivnim proteinem ma prokalcitonin v diagnostice sepse vyssi
specifitu a senzitivitu, nicméné nespliiuje ulohu idedlniho biomarkeru sepse, jelikoZ jeho
senzitivita neni dostateCnd u pacientli s abscesem, tuberkul6zou nebo u invazivnich

mykotickych infekci (Porcel et al., 2009).

14



Tabulka ¢. 1: Vztah koncentrace PCT ke klinickému stavu (Malina, 2012)

PCT (ug/l) hodnoceni Vybrané klinické stavy poznamka
0-0,5 Normalni  Zdravé osoby Nevylucuje lokalizovanou
hodnoty nebo jinou neZ bakterialni
infekci
0,5-2 Mirné Lokalizovany infek¢ni zanét, Hodnoty bézné v ¢asném
zvyseni chronicky zanét, virdézy pooperac¢nim obdobi a pii

t&Zké renalni isuficienci

2-10 Vysoké Systémova bakterialni
hodnoty infekce, intenzivni SIRS

nebakterialniho pivodu

>10 Velmi Tézka sepse, multiorganové Pii téZkych bakterialnich
vysoké selhani infekcich az 1000 ug/l
hodnoty

3.1.2.3 Cytokiny

Cytokiny hraji klicovou roli v imunitni odpovédi organismu na infekci. RozliSujeme

rrrrr

-----

......

(IL-6), interleukin-8 (IL-8), interleukin-18 (IL-18) a tumor nekrotizujici faktor a (TNF-a).

IL-6 oznacovany téZ jako interferon-B2 je produkovan riznymi typy bun€k: monocyty,
fibroblasty, endotelidlnimi bunkami, keratinocyty, T lymfocyty a naddorovymi buikami.
Pusobi jako diferenciacni faktor pro B-lymfocyty a aktivaénim faktorem pro T-lymfocyty.
Jeho zvySené hodnoty v krevnim obéhu miliZeme pozorovat jiZ po Ctyfech az Sesti
hodinach. Zvysené hodnoty IL-6 jsou markerem onkologickych
(Lukaszewicz et al., 2007), kardiovaskularnich (Patterson et al., 2010) a autoimunitnich
onemocnéni (Ishihara et Hirano, 2002). Studie rovnéz prokazaly spojitost zvySujici

se hladiny IL-6 s rozvojem sepse (Gouel-Chéron et al, 2012).
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Interleukin-8 se fadi mezi chemokiny a je produkovan makrofagy, epitelidlnimi
a endotelidlnimi bunikami. IL-8 je jednim z hlavnich mediatord imunitni odpovédi, jeho
primarni funkci je indukce chemotaxe v cilovych bunkach, neutrofilnich granulocytech
(Chaudhry et al., 2013). Proto je také oznaCovan jako neutrofilni chemotakticky faktor.
U pacientd trpicich sepsi byly namétfeny jeho zvySené hladiny v séru a plasmé

(Livaditi et al., 2006).

Makrofagy produkovany IL-18 stimuluje NK buiky a nékteré T-lymfocyty k produkci
interferonu v, ktery hraje kli¢ovou roli v aktivaci makrofagi (Chaudhry et al., 2013). IL-18
indukuje imunitni odpovéd’ na mikrobidlni infekci, v této souvislosti pozorujeme jeho

zvySené hladiny v séru u pacientt se sepsi (Rau et al., 2010).

TNF-a se ucastni akutni faze zanétu a je produkovan rtiznymi typy bunék, jako jsou
T-lymfocyty, makrofagy a astrocyty (Scheringa et Marquet, 1990). Studie na
dobrovolnicich prokazaly, ze po injekénim podani endotoxinu vzrostla jeho hladina v séru

(Hesse et al., 1988).

rrrrr

-----

hraje vyznamnou roli v utlumeni zanétlivé reakce navozené podanim LPS.

3.1.2.4 Sérovy amyloid A

Sérovy amyloid A patfi mezi apo-lipoproteiny a je vétSinové tvofen v jatrech
(Patel et al., 1998), mimo jatra je syntetizovan v endotelidlnich buiikdch, makrofazich
a adipocytech (Malle et al., 1993; Jensen et al., 1998). Radi se mezi proteiny akutni faze

a je markerem pro bakterialni a virova onemocnéni (Cetinkaya et al., 2009).

V krevnim fecisti je vazan na HDL, tato vazba vSak zpisobuje funkéni zmény HDL.
V prvni fadé je sniZzena jeho afinita vic¢i enzymu lecitin cholesterol acyl transferase
(LCAT), =zodpovédného =za esterifikaci cholesterolu (Steinmetz et al., 1989;
Kumon et al., 1998). Ve druhé fadé¢ dochazi ke sniZeni afinity k hepatocytim, zatimco
afinita k makrofagiim a neutrofilim je zvySena, tim je vytvofen tok cholesterolu z mista
zanétu smérem k jatrim (Malle et al., 1993). Kvili témto zménam dochazi ke snizeni
hodnoty esterifikovaného cholesterolu, coz vysvétluje Casty vyskyt kardio-vaskularnich

chorob u pacientti se zanétlivym onemocnénim (Fyfe et al., 1997).
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3.1.2.5 CD64

CD64 je vysoce afinitni imunoglobulin, ktery je slibnym markerem pro diagnostiku
bakterialni sepse. CD64 je rovnéz markerem aktivovanych neutrofild, kter¢ jej v malé miie
exprimuji (Davis, 2005). Je znam také jako Fc-gamma receptor 1 a je vysokoafinitnim
receptorem pro monomerické IgG protilaitky a podili se tak na procesu fagocytdzy
opsonizovanych bakterii. Ke zvySeni exprese receptoru na povrchu neutrofilt dochazi
piiblizné za hodinu po invazi (Obr. ¢. 2), piedpoklada se tedy, Ze se jednd o marker ¢asné
faze infekce
(van der Meer et al., 2007). Jeho exprese nezavisi na pohlavi, ale u novorozenci je vyssi
nez u dospélych (Maeda et al., 1996). Zajimavosti je, Ze novorozenci krmeni sunarem

vykazuji vétsi expresi CD64 nez ti kojeni matetskym mlékem (Gronlund et al., 1999).

K jeho kvantifikaci je v klinické praxi vyuzivano metod pritokové cytometrie. Tento
pristup se ukazal jako velmi slibny zvlasté pii diagnostice sepse u novorozencd.
U zdravych novorozencii je exprese CD64 stabilni béhem prvnich tydnt Zivota, ackoliv

z n¢jakého diivodu je vyssi nez u dospélych (Layseca-Espinosa et al., 2002).

CD64 ma spoustu vlastnosti, které z n¢j délaji klinicky vhodny marker sepse. Jednak
ma citlivost 90% a vice, jeho specifita se pohybuje vrozmezi 90 % - 100 %
(Hoffmann, 2009). Dalsi vyhodou je moznost jeho stanoveni pomoci metod prutokové
cytometrie, které umoziuji identifikovat a kvantifikovat CD64 na neutrofilech do ctyt

hodin, za pouziti minimalniho objemu krve (Venet et al., 2011).

IL-6/IL-8

I I r T ‘—T"" ............. |

0 6 12 as (hodiny) 18 24 48

Obr. ¢. 2: Dynamika markeri sepse, upraveno podle GILFILLAN, Margaret;
BHANDARI, Vineet. Biomarkers for the diagnosis of neonatal sepsis and necrotizing enterocolitis:

Clinical  practice  guidelines. Early Human Development, 2017, 105: 25-33.
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3.1.3 Mikrobiologicka diagnostika sepse

V bézné klinické praxi se pacientim se suspektni sepsi odebird krev na kultivacni
mikrobiologické vySetieni, takzvanou hemokulturu. Pacient s podezienim na bakterialni
infekci ma zvySenou hladinu CRP (>60 mg/l), a zvySenou t&lesnou teplotu nad 38 °C.
Pro vylouceni falesné negativnich vysledkl je nutné provést odbér na hemokulturu diive nez

je zahéjena 1écba antibiotiky.

Odebird se 10 ml zilni krve na jednu hemokultiva¢ni naddobku, zpravidla se odebiraji
dva vzorky v jedné sadé€, na aerobni a anaerobni kultivaci. Hemokultiva¢ni lahvic¢ky jsou
vlozeny do kultivatoru, ktery udrzuje stadlou kultivacni teplotu 37 °C. Po pomnoZeni
bakterii je obsah lahvicky vyockovan na tuhou kultivaéni pudu. Z roztéru je poté zhotoven
mikroskopicky preparat, ktery je nabarven podle Grama. Vykultivované bakterialni kmeny
jsou identifikovany pomoci biochemickych testli. Soucasti mikrobiologické diagnostiky
je téz stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Pozitivni vysledek potvrzuje
pfitomnost bakterii v krvi pacienta (bakterémii). Pro vylouceni falesné pozitivity,
tedy kontaminace vzorku, je paralelné provadéna kultivace stéru z ktize pacienta v misté

odbéru.

3.1.4 Novorozenecka sepse

Sepse predstavuje vyznamny faktor mortality a morbidity u novorozenct, zejména
pak v rozvojovych zemich (Lawn et al., 2006). Incidence novorozenecké sepse je 3-40
pfipadi na 1000 porodu, rozsah mortality se pohybuje od 9 % do 20 %
(Sundaram et al., 2009). Novorozeneckou sepsi rozdélujeme podle staii infikovaného
novorozence na casnou sepsi (EOS) a na podzdni sepsi (LOS) (Umlauf et al., 2013).
U casné sepse dochazi k jejimu rozvoji do 72 hodin od porodu a pfi¢inou byvaji
antenatalni a perinatalni faktory, jako naptiklad maternalni kolonizace B-streptokoky nebo
maternalni chorioamnionitis. K rozvoji LOS dochazi po vice jak 72 hodinach od porodu
a je typickd pro pfedCasné narozené déti, jedna se vétSinou o nozokomidlni infekei,
pochéazejici  naptiklad  z mechanické  ventilace nebo  vaskularnich  katetri

(Ganatra et al., 2010).

Dilezitym faktorem pro 1écbu novorozenecké sepse je v€asna diagnostika, zde ovSem
nardzime na problém, jelikoz v brzké fazi ma pouze nespecifické a variabilni klinické
symptomy (Shi et al., 2016). Ve vSeobecnosti lze fici, Ze se sepse da diagnostikovat tfemi

riznymi zpisoby, a to mikrobiologickou kultivaci vzorku krve, pomoci laboratornich
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markertt a pritomnosti klinickych pfiznakt (tab. 2). Zlatym standardem v diagnostice
novorozenecké sepse je stanoveni v hemokultufe. Tato metoda mé vSak své nedostatky,
jednim znich je, ze vysledky vySetfeni jsou dostupné az po 48-72 hodinach, druhym
nedostatkem je nizka senzitivita pro brzka stadia (Delanghe et al., 2015), zvlasté kvuli
Casté antibiotické terapii poddvané matce v perinatalnim obdobi, u déti s nizkou porodni
vahou je také problém s odbérem dostate¢ného mnozstvi krve. Dal$i moznosti diagnostiky
novorozenecké sepse nabizi hematologicka vySetfeni jako je stanoveni absolutniho poctu
leukocyti, neutrofilti a nezralych neutrofilti, biochemicky lze stanovit podle hladiny CRP.
Nicméné ani jedna ztéchto metod nedosahuje pozadované senzitivity a specifity
(Kurt et al., 2007). Jako potencialn¢ slibny marker EOS se jevi hepcidin, tento peptid
vyznamn¢ ovliviiuje metabolismus Zeleza v téle, jeho plisobenim je degradovan ferroportin
a tim je zablokovan export Zeleza z buiikky. Timto procesem je snizena biologicka
dostupnost zeleza pro organy a dochéazi k hypoferrémii, ktera je klicovym regulaénim

procesem v boji s infekci (Tabbah et al., 2018).

Aby mohla byt novorozeneckd sepse diagnostikovdna cCist¢ na zaklad¢ klinickych
pfiznakti, musi byt splnény nasledujici podminky: oSetfujici lékat zahdjil vhodnou
antimikrobidlni 1écbu sepse (trvani nejméné 5 dnil), v hemokultuie nebyly detekovany
zadné patogeny nebo nebylo vySetieni neprovedeno, neni patrna zadna infekce na jiném

misté. Soucasné s témito podminkami musi rovnéz platit nejméné dveé z téchto kritérii:

» febrilie (> 38 °C) nebo nestabilni teplota (nutné ¢asté zmény nastaveni inkubatoru)

nebo hypotermie (< 36,5 °C)

* tachykardie (> 200/min) nebo vyskyt bradykardii ¢i zvySeni Cetnosti jejich vyskytu
(< 80/min)

* doba kapilarniho navratu (Capillary Refiling Time) >2s
* vyskyt apnoe nebo zvyseni jejich Cetnosti (> 20 s)

* nevysvétlend metabolicka acidéza

* nove zjisténd hyperglykémie

* jiné pfiznaky sepse - barva pokozky (pouze pokud se neméti CRT), zvySena

potieba kysliku (intubace), nestabilni celkovy stav pacienta, apatie
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Tabulka ¢. 2: Stratifikace sepse dle klinického priib¢hu a laboratorniho vySetteni

Hemokultura Laboratorni markery  Klinické piiznaky

Sepse jista + + +
Sepse pravdépodobna - + +
Sepse klinicka - - +

Sepse neptitomna - - -

20



2. Prutokova cytometrie

Prutokova cytometrie je bioanalytickd metoda, spojujici v sobé principy fluorescencni
mikroskopie a hematologického analyzatoru. Tato metoda umoznuje Kkvantitativni
a kvalitativni analyzu vlastnosti bun¢k, nebo jinych ¢astic, béhem prichodu laserovym
paprskem. Je =zalozena na méfeni a nasledné analyze fyzikalnich charakteristik
vysetiovanych bunck unasenych nosnou kapalinou a interagujicich se svételnym zatrenim.
Nejvétsi vyhodou této metody je rychlost analyzy, kterd muze byt az 10 tisic bunék
za sekundu. Pratokova cytometrie mé rovnéz Siroké uplatnéni, mize byt pouzita naptiklad
k wurceni ploidie, stanoveni obsahu jaderné DNA nebo k tfidéni chromozémd.
jeji vysoké senzitivité, rychlosti laboratorni odezvy, Siroké paleté analytickych moZnosti

a relativné nizké cen¢ za vyseteni.

Pritokova cytometrie jak ji zname dnes, vznikla vroce 1960 na pudé¢ Stanford
University v Kalifornii (Herzenberg et al., 2002). Své prvni klinické vyuziti dostala
v osmdesatych letech, pfi diagnostice ziskané imonodeficience u lidi napadenych virem HIV

(Mandy, 2004).

Vétsina prutokovych cytometrd je schopna analyzovat nejméné Sest parametri
soucasn¢, velikost buné€k, kterd je zobrazena pomoci FSC, granularitu bun¢k pomoci SSC
a intenzita svitu fluorescenéné znaCenych monoklonalnich protilatek pro detekci

komplementarnich antigentll na povrchu 1 uvnitt analyzovanych bunék.
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3.2.1 Princip prutokové cytometrie
Pratokovy cytometr je slozen ze tii komponent (Obr. €. 3), z fluidniho systému, ktery
zajiStuje transport analyzovanych ¢astic do métici komory, optického systému, ve kterém

dochazi ptisobenim laseru ke vzniku signdlu a pocitacového systému, kde se signal

zpracovava.
Vzorek,—
ldy7
Odpad " Roztfidéné buiiky —
Obr. 3: Schéma  komponent  pratokového  cytometru,  upraveno  podle:

http://www.biotech.illinois.edu/flowcytometry

3.2.2.1 Fluidni systém

Ve fluidnim systému (Obr. €. 4) jsou analyzované Castice transportovany do meéfici
komory, pomoci nosné kapaliny, kterou byva nej¢astéji modifikovany fyziologicky roztok.
Pro analyzu je nutné, aby Castice prochazely syst¢tmem jedna za druhou, a aby byly
v idealni pozici k senzorim. Spravna orientace cCastic je zajiSténa hydrodynamickou
izofokusaci nosné kapaliny, do které je vzorek vstfikovan tak, aby nedoslo k jeho smiseni
s tekutinou, ale Kk vytvofeni tzv. koaxialniho proudu. Prichod pravé jedné castice
je umoznén kvuli zGzeni kapilary. Rychlost pritoku nosné kapaliny kapilarou Ize

uzivatelsky upravovat, ovSem s rychlejsi analyzou roste i pocet nepfesnosti metfeni.
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Vzorek Nosna kapalina

Jehla pro
A vstup vzorku

Hydrodynamicka
fokusaini zona

Laserovy paprsek

Obr. 4: Systém fluidiky v méfici komote pritokového cytometru, upraveno podle:
https://research.medicine.umich.edu/office-research/biomedical-research-core-
facilities/flow-cytometry/training/lesson-four-cytometer-subsystems/lesson-four-
cytometer-subsystems-fluidics

3.2.2.2 Opticky systém

V optickém systému prutokového cytometru dochdzi k interakci analyzovanych ¢astic
znaCenych fluorochromy a elektromagnetického vInéni emitovaného zdrojem
monochromatického zafeni. Opticky systém se skladd z excitatni optiky a sbérnych
optickych cest (Obr. ¢. 5). Excitacni optika je tvofena zdrojem monochromatického
koherentniho zéfeni, nejCastéji laserem, a optickymi cleny, které slouzi k transportu a

zaostteni paprsku.

Fluorescencni barvivo se vaze na rtizné bunééné komponenty, jako naptiklad na DNA
nebo RNA. Po priichodu laserovym paprskem molekuly fluorescencéniho barviva excituji
na vys$i energetické hladiny, pfi jejich navratu na ptivodni hladiny dochazi k emisi svétla
o vyssi vinové délce. Pouzitim vice fluorochromil, které maji stejnou excitacni vinovou
delku a rozdilnou vinovou délkou emise, je mozné méfit rizné charakteristiky soub&zné.
Mezi Casto pouzivané fluorochromy patii fluorescein isothiokyanat (FITC), phycoerythrin
(PE), peridinin chlorophyll protein (PerCP) a allophycocyanin (APC). Tato barviva,
s vyjimkou APC, se vyuZivaji pravé proto, Ze maji stejnou vinovou délku excitace a to 488
nm. To znamena, Ze na analyzu takto zna¢enych bun¢k vysta¢ime pouze s jednim laserem,
nejcastéji pouzivanym je argonovy 488 nm modry laser. Jelikoz APC neni touto vinovou
déklou excitovano, je potifeba vyuzit dalSiho zdroje zafeni, kterym miiZze byt naptiklad

635 nm Cervena laserova dioda (Virgo et Gibbs, 2012).
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Obr. 5: Schéma optického systému pritokového cytometru, upraveno podle

https://www?2.unb.ca/emunit/FACSCalibur.html, online: 20. 3. 2018

Pfi pouziti vice fluorochromi vSak mize dojit k interferenci fluorescence kvili
piekryvani emisnich spekter (Obr. ¢. 6). Piikladem je soucasné pouziti FITC a PE, jak jiz
bylo feceno oba tyto fluorochromy excituji pfi 488 nm, ale maximalni emise dosahuji
pti 520 a 576 nm. Ackoliv je toto rozpéti vinovych délek emise relativné Siroké, dochazi
k piekryvu emitovaného svétla u FITC a PE, i kdyz jsou pouzity filtry, které by tento
ptekryv mély eliminovat (Naeim et al., 2009). Tento problém fesi, v dnesni dobé
jiz dostupné cytometrické programy, které jsou schopny opravit nebo eliminovat piekryv
aspektti multibarevné prutokové cytometrie. Proces kompenzace vyuziva aplikaci linearni
algebry s cilem opravit prekryvy vSech barev na vSech detektorech, tak aby byla data

normalizovana a kazdy parametr obsahoval informaci z jedné barvy (Roederer, 2001).
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FITC filtr

\ PE filtr

Prekryv fluorescence

Obr. 6: Ptiklad ptekryvu fluorescence u fluorochromi FITC a PE, upraveno podle
(Roederer, 2001)

3.2.2.3 Systém detekce a vyhodnoceni dat

Svételné signaly z optického systému jsou detekovany dvéma zplisoby. Fotony
emitované fluorescenénimi barvivy a signdl bocného rozptylu (side scatter, SSC),
je detekovan fotonéasobiCi, zatimco signal dopfedného rozptylu (forward scatter, FSC)
je detekovan fotodiodou. Kazdy fotonasobi¢ovy detektor je vybaven piisluSnym filtrem

pro danou vinovou délku.

Proud fotonti dopadajici na detektor je pfeveden na tok elektronli, ktery zesilen
zvySenim napéti mezi katodou a anodou na meéfitelné hodnoty elektrického proudu.

Kdy nejvyssi hodnota pulzu odpovida nejvyssi hodnoté fluorescence dané Castice.

Data z priitokového cytometru mohou byt graficky zndzornéna ve formé histograma,
nebo jako takzvany dot plot ¢i density plot. Kazdé z téchto zobrazeni méa své vyhody
i nevyhody, ale nej¢astéji vyuzivanym je dot plot (Virgo et Gibbs, 2012). Rovnéz vysledky
mohou byt vyjadieny riznymi zplsoby, bud’ jako procentudlni pozitivita, intenzita

fluorescence nebo mnozstvi bunék na pL (Maher et  Fletcher, 2005).
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4 Material a metody

1. Material
V ramci diplomové prace bylo analyzovano 217 vzorkl od piedc¢asné narozenych

novorozencl hospitalizovanych na Novorozeneckém oddéleni Fakultni nemocnice

Olomouc a to v obdobi od 3/2016 do 07/2017.

Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin podle doby odéru vzorku. U prvni skupiny
pred¢asné narozenych déti byl v ramci standardniho postupu pracovisté proveden odbér
mezi 12. a 24. hodinou 7zivota, vramci stanoveni pocti krevnich elementi
a biochemického vysetfeni a také diagnostiky ¢asné novorozenecké sepse. U druhé skupiny
pacientli bylo vySetfeni provedeno v ramci kontrolniho laboratorniho vysSetfeni, nebo
pfi podezieni na pozdni novorozeneckou sepsi, tedy kdykoliv, ale ne diive nez po 72.

hodiné Zivota.

K analyze vzorku nebylo tfeba zvlastniho odbéru, vysetfeni byla provedena z materialu
ziskaného pro odbéry provadéné standardnimu zplisobem dle zvyklosti pracoviste.
Doplnéni vySetfeni bylo v souladu s informovanym souhlasem stvrzenym zakonnymi

zastupci ditéte.

2. Metody

K analyze byly pouzity vzorky odebrané do zkumavek VACUETTE® EDTA (1 ml)
k analyze — stanoveni poctu krevnich elementl a diferencidlniho rozpoctu. U vSech vzorkl
bylo provedeno stanoveni a kvantifikace urenych povrchovych bunéénych markert
metodou prutokové cytometrie. Analyza ziskanych vzorki byla realizovana metodou
vicebarevné pratokové cytometrie s panelem protilatek proti CD3, CD4, CDS,
CD16+CDS56+, CD14, CDI15, CD163, CD19, CD138, CD45RO, CD64 a patficnych
izotypovych kontrol (EXBIO, eBioscience, BD Biosciences) na cytometru FACS Canto Il
(Becton Dickinson) s pouzitim analytického software FACS Diva ver. 8.0 1
(BD Biosciences).

Vzorky byly zpracovany metodou Lyse No Wash. Tedy 50 pL periferni krve bylo
inkubovano s 5 pl protilatek po dobu 30 min. v temnu pii 5 °C. Nasledné byly odstranény
erytrocyty ptidavkem lyzaéniho roztoku BD FACS lyse (Becton Dickinson).
Lyza probihala 30 min v temnu piti 25 °C.
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Procentualni zastoupeni cilové subpopulace CD64 na CD15 pozitivnich granulocytech
bylo stanovovano s pouzitim analytického software FACS Diva ver. 8.0 1 (BD
Biosciences), pficemz k analyze dat bylo akvirovano minimalné¢ 50 000 udalosti v gatu
granulocytii. Ovéfeni pozitivity CD64 bylo provedeno pomoci medidnu fluorescencni

intenzity, jako vztazna populace byly pouzity T-lymfocyty.

Ostatni diagnostika a terapie déti byla provadéna dle zavedenych diagnosticky
a terapeutickych standardii pracoviste, véetné stanoveni béznych biochemickych markera.

Pied zahajenim terapie byl proveden odbér krve k mikrobiologickému hodnoceni.

Nasledné byl vyhodnocen stav a pribc¢h onemocnéni u déti, které byly zafazeny
do kategorii dle klinického prubéhu a vysledkl laboratorniho vySetfeni: 1. Jistd sepse
(pozitivni klinické 1 laboratorni ptiznaky, pozitivni hemokultura), II. Pravdépodobnd sepse
(pozitivni klinické i laboratorni pfiznaky, negativni hemokultura). III. Sepse klinicka
(pozitivni klinické, negativni laboratorni piiznaky a hemokultura), IV. Sepse nepiitomna
(negativni klinické, laboratorni ptiznaky i hemokultura). Ziskana data (uvedena v pfiloze 1
a 2) byla statisticky zpracovana za pouziti Kruskal-Wallis testu. Bylo provedeno srovnani
hodnot markeru CD64 v jednotlivych kategoriich a zhodnoceni diagnostické schopnosti

markeru pro diagnostiku sepse.
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5 Vysledky

5.1 Casna sepse

V prvni skupiné pacientl bylo vysetieno 174 vzorkl (174 pacientlt), z toho mélo jistou
(1) nebo pravdépodobnou sepsi (22) celkem 23 pacientdi, u ostatnich se o infekcni
komplikaci nejednalo. U vsSech 23 pacientl s jistou nebo pravdépodobnou sepsi byla
zahajena ATB terapie dle standardi pracovisté. Ze statistického zpracovani vysledka
je zfejma vyznamna asociace hodnot nCD64 a vyskytem sepse (jisté nebo pravdépodobné).

(Graf 1)

Kruskalwallis test, p = 1e-13

25+
201

L

Sepse

Graf 1. Hodnoty CD64 — srovnani skupiny pacientti s EOS a bez sepse.

Vysek ROC kiivky (graf 2) ukazuje vybornou prediktivni hodnotu nCD64 pro
novorozeneckou sepsi (jista, pravdépodobnd), jako idedlni cut-off hodnota se jevi 13%

(senzitivita a specificita, negativni prediktivni hodnota, pozitivni prediktivni hodnota).
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ROC curve for COB4 as a predictor of sepsis
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Graf 2. Vysek ROC kiivky, srovnani statistickych parametri pro jednotlivé cut-off

hodnoty (TP - true positive, FP — false positive, TN — true negative, FN — false negative)

5.2 Pozdni sepse

Ve druhé¢ skupiné (diagnostika pozdni sepse) — bylo vysetieno 43 vzorki, u 4 pacientd
se jednalo dle kritérii o sepsi jistou, u 4 o sepsi pravdépodobnou, 35 pacientii sepsi nemélo.
| v této skupin€ pacientli byla pritkazna asociace hodnot nCD64 se sepsi (pravdépodobnou
nebo jistou) (graf 3), signifikantni byl i rozdil hodnot nCD64 mezi obéma skupinami
pacientli se sepsi (vysSi hodnoty u pacientl s jistou sepsi) (graf 4). Pro nizky pocet
pacientli nebyla konstruovana a hodnocena ktivka ROC. V této kategorii byla provedena
1 analyza srovnavajici asociaci nCD64 ve srovnani s CRP a poctem leukocytl, které byly
odebrany ve stejné dobé€, asociace je té€snéjsi v piipadé nCD64 ve srovnani s hodnotou

CRP i leukocytt. (graf 5, 6, 7, 8)
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Graf 3. Srovnani hodnot CD64 v kategoriich pozdni novorozenecké sepse (LOS) —

sepse nepfitomnd, pravdépodobnad, jista
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Graf 4. Srovnani hodnot CD64 v kategoriich pozdni novorozenecké sepse (LOS) — sepse

nepfitomna, piitomna (pravdépodobna + jista)
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Kruskal-wallis test, p= 1e-3
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Graf 5. Srovnani hodnot CRP v kategoriich pozdni novorozenecké sepse (LOS) — sepse

nepiitomna, pravdépodobna, jista
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Graf 6. Srovnani hodnot CRP v kategoriich pozdni novorozenecké sepse (LOS) — sepse

nepfitomna, pfitomna (pravdépodobna + jista)
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Graf 7. Srovnani markeru (Pocet leukocyti a CD64) a jejich vytéznosti v diagnostice

pozdni novorozenecké sepse (LOS)
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6 Diskuze

Vcasna diagnostika novorozenecké sepse je klicem k jeji ispésné 1écbé. Bohuzel, prave
diagnostika Casné sepse je stale velkym problémem, jelikoz v bézné klinické praxi je sepse
diagnostikovana na zakladé pozitivni hemokultury, nicméné i tato metoda ma své
nevyhody, tou nejvétsi je, ze vysledky nejsou dostupné hned. Pravé proto se v poslednich
letech mnoho vyzkumnych skupin zabyva hledanim nového markeru, ktery by mél

vysokou senzitivitu a specifitu a to jak pro pozdni i Casnou sepsi.

Diive se mnoho studii zabyvalo potencidlni roli cytokini jakozto markerd pro
diagnostiku sepse u novorozencu (Wang et al.,, 2013). Vétsina studii potvrzovala
interleukin-6 jako potencidlné vhodny marker ¢asné novorozenecké sepse (Ozdemir et al.,
1994; Mehr et Doyle, 1999; Romagnoli et al., 2001). Nicmén¢ hladina IL-6 sice stoupa jiz
po nékolika hodinach od kontaktu s patogenem, ale velmi zdhy znovu klesa az na normalni
hodnoty (Chirico et Loda, 2011), coz vede k falesné negativnim vysledkim v piipadé,

ze byly vzorky odebrany v pozd¢jsi fazi.

V souéasné dob¢ piibyva v literatufe dikazti o moznosti vyuziti nCD64 v diagnostice
jak sepse obecné, tak sepse novorozenecké a to jak u novorozencu terminovych,
tak u predc¢asné narozenych (Kipfmueller et al., 2015; Juskewitch et al., 2015; Du et al.,
2014; Elawady et al., 2014; Soni et al., 2013; Streimish et al., 2012; Bhandari et al., 2008).
Dle doposud zjisténych dat se jedna o marker s pomérné ¢asnym vzestupem, jeho vyhodou
je stabilita jeho hodnot v ¢asném poporodnim obdobi (Miyake et al., 2016). Vysledky
raznych studii jsou vSak nejednoznacné, coz mize byt dano jednak rozdilnosti pouzitych
metod stanoveni nCD64 (Streimish et al., 2012; Fang et al., 2015; Camargo et al., 2016,
Pradhan et al., 2016), tak zejména malou homogenitou zkoumanych soubort. Velka ¢ast
publikovanych  studii  nedostatecné  rozliSuje  jednotlivé  skupiny  pacientl
(ptedCasné narozené deti, déti narozené v terminu), odliSnou patofyziologii onemocnéni
(v ramci EOS — rozdilnd dynamika onemocnéni pii prenatdlni vzniklé infekci pfii
mikrobidlni invazi postnatalni, LOS), casto neni pfesné stanovend doba odbéru,

coz nereflektuje velmi dilezitou dynamiku vzestupu infekénich markert.

Doposud byly publikovany dvé metaanalyzy, zajimavosti je, Zze se neshoduji ve svych
zavérech. Prace Shi et al., 2016 vyhodnotila marker nCD64 jako malo pfinosny vzhledem
k jeho nizké poolované senzitivité a specifite. Tvrdi tedy, ze nCD64 neni vhodné pouzivat
jako samostatny marker novorozenecké sepse, ale zaroven nevylucuji jeho pouZiti

v kombinaci s jinymi markery jako PCT. Metaanalyza Dai et al., publikovana v roce 2017
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naopak zhodnotila nCD64 jako piinosny marker v diagnostice novorozenecké sepse

a poukazuje na jeho vysokou negativni prediktivni hodnotu (Dhlamini et al., 2013).

Pokud srovname markery nCD64 a CRP v diagnostice novorozenecké sepse, je nCD64
vhodnéjSim markerem pro zachyt pacientl se sepsi jiz v Casném stadiu. To je dano
zejména tim, Ze se hladina CRP rapidné zved4 az po 24 hodinach od pocatku infekce,
zatimco exprese CD64 se zvysi béhem jedné hodiny. CRP je tedy spiSe pozdni marker

infekce (Choo et al., 2012).

Vysledky této diplomové prace ukazuji na velmi tésnou a vyznamnou asociaci nCD64
s vyskytem novorozenecké sepse. Tato zjisténi vSak neni mozno generalizovat z mnoha
davodu. Prvnim je, Ze ndmi pouzita metodika je odliSna od prevazné pouzivanych zptisobt
stanoveni nCD64 (Streimish et al., 2012; Fang et al., 2015; Camargo et al., 2016)
a vysledna hodnota uvadi podil CD64 pozitivnich neutrofill, nejde o index vici standardu.
Dalsim divodem je, ze studovana populace je mala a zejména je pomérné nizky vyskyt
novorozeneckych sepsi. Na zakladé toho je v budoucnu nutno v dal$ich studiich zptesnit

indikacni kritéria a soubor adekvatnim zptisobem rozsifit.
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7 Zavér

Predkladana diplomova prace je zaméfend na detekci ¢asné sepse u novorozencu
pomoci pritokové cytometrie. Jako slibny marker EOS byl zvolen nCD64. Jedna
se 0 vysoce afinitni imunoglobulin, jehoz exprese vzrusta jiz po jedné hodin€ od pocatku

infekce.

V ramci experimentalni Casti bylo pomoci prutokové cytometrie analyzovano 217
vzorkli od novorozencti narozenych ve fakultni nemocnici Olomouc. Pacienti byli
rozdéleni do dvou skupin podle doby odbéru vzorku. V prvni skupiné byli pacienti
S podezienim na Casnou sepsi, ve druhé potom ti se suspektni LOS. Akvirovand data

nasledné byla statisticky zpracovana.

Z vysledkll vyplyva, Ze stanoveni nCD64 muze pfinést dalsi cenné informace pro
casnou diagnostiku novorozenecké sepse. Pred zavedenim do bézné klinické praxe je vSak

nutné dalsi ovéfeni.
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8 Seznam pouzitych zkratek

APC

CRP

EOS

FITC

IL-10

IL-18

IL-6

IL-8

LOS

LPS

MIC

MOF

PCT

PE

PerCP

TNF-a

allophycocyanin

Reaktivni protein

Casna sepse (Early-onset sepsis)
fluorescein isothiokyanat
Interleukin 10

Interleukin 18

Interleukin 6

Interleukin 8

Pozdni sepse (Late-onset sepsis)
Lipopolysacharid

Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Multiorganové selhani
Prokalcitonin

phycoerythrin

peridinin chlorophyll protein

Tumor nekrotizujici faktor a
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Priloha 1 Data pacientt s podezienim na EOS

Piiloha 2 Data pacientt s podezienim na LOS
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Priloha 1

Tabulka €. 3: Akvirovana data pacientl s podezienim na EOS

HKT | sepse
Pacient|CD 64 |IL6 [CRAPCT|Leu| Neu 1/T |cpT] ("¢ | Gistds |y ik obraz |ATB
neg/ | pravd.,
poz) ne)
1 0,3%
2 0,3%
3 6,7%
4 1,5%
5 0,5%
6 2,1% 6.3(24|21|115] 0 neg ne ano
7 0,7%
8 25,3% 29 |10 10| 7 |04 neg | pravd. | tézka nezralost |ano
9 6,3%
10 2,5%
11 1,0%
12 1,5% 06[0.7(89/43| 0
13 | 28,6% 6.6]36]10|6.3| 0 neg | pravd. ano
14 1,3%
15 0,8%
infiltrace - plicni,
16 35,1% 26 |11 16.3]42] 0 ne | pravd. | prevoz STBK |ano
17 1,5%
18 0,1%
19 0,3%
20 | 12,9%
21 29,3% 23 136[20]|16 | 0 | 13| neg | pravd. | infiltrace - plicni | ano
22 5,8%
23 | 13.9% 26 [3.1]15| 12 |0.1 neg | pravd. klinika + lab. | ano
24 3,0%
25 2,2%
26 3,8%
27 1
28 2,6%
29 27,2% 8.2 48136 0 ne pravd. klin-. UPV ano
30 |0,70%
31 22 |20 41 | 74114]199] 0 ne | pravd. ANO
32 83[43]115(79| 0 neg | pravd. hrani¢ni lab.
33 21 20 13111511 |0 neg | pravd. klin + lab. ano
klin.hrani¢ni, lab
34 30 49136(21]12| 0 |10 | neg | pravd. hrani¢ni ano
35 3,0%
36 | 24,9% 12 7.7142] 0 neg | pravd. klin+lab ano
37 14, 7% 40 |16 6 |32 0| 1 | ne | pravd. Klin + lab ano
38 1,2%
39 0,3%

45



HKT | sepse
Pacient|CD 64 IL6 [CRAPCT|Leu| Neu 1/T |cpT] (N¢/ | Gistds |y pisoky obraz |ATB
neg/ | pravd.,
poz) ne)
40 3.10 0 13|11 ne ne
41 28.20 25 (23|64 neg | pravd. klin+lab ano
42 14.00 ne ne
43 19.30 53|39 |26 neg | pravd. klin+lab ano
44 1.10 ne ne
45 2.70 ne ne
46 19.60 76|79|6.2 neg | pravd. klin+lab ano
47 6.90 ne ne
48 7.30 ne ne
49 1.40 ne ne
50 2.20 ne ne
51 2.10 neg ne ano
52 38.00 6.3|6.7| 12 neg | pravd. klin+lab ano
53 4.60 ne ne
54 15.70 neg ne ano
55 3.70 neg ne ne
56 4.50 neg ne
57 3 ne ne
58 6 ne ne
59 1.80 ne ne
60 1.10 ne ne
61 20.00 5 poz | jista klin+lab+hkt | ano
62 2.30 neg ne
63 5.60 ne ne
64 neg | pravd. klin+lab ano
65 2.90 ne ne
66 2.80 ne ne
67 26.00 5710616 neg | pravd. klin+lab ano
68 12.30 ne ne
69 6.20
70 23.00 27 14 neg | pravd. klin+lab ano
71 2.60 ne ne
72 2.30 ne ne
73 12.00 ne ne
74 9.20 ne ne
75 0.80 ne ne
76 2.50 ne ne
77 13.60 ne ne
78 6.70 ne ne
79 5.30 ne ne
80 0.90 ne ne
81 19.80 13 | 83 | 31 neg | pravd. klin+lab ano
82 1.70 ne ne
83 1.70 ne ne
84 4.30 ne ne
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HKT | sepse
pacient|CD 64 [IL6 |CRAPCT|Leu| Neu| /T [cpT] ("¢ | UiStAs |y puricky obraz |ATB

neg/ | pravd.,

poz) ne)
85 1.10 ne ne
86 1.00 ne ne
87 8.40 neg ne
88 6.90 ne ne
89 2.50 ne ne
90 1.30 neg ne
91 3.60 ne ne
92 0.30 neg ne
93 9.50 ne ne
94 3.80
95 25.00 33|50 (75 neg | pravd. lab+klin ano
96 5.40 ne ne
97 2.10 ne ne
98 1.20 ne ne
99 1.90 ne ne
100 0.20 ne ne
101 0.90 ne ne
102 0.80 ne ne
103 0.60 ne ne
104 0.90 ne ne
105 1.10 ne ne
106 3.70 ne ne
107 4.90 ne ne
108 7.20 ne ne
109 0.90 neg ne
110 1.40 ne ne
111 0.20 ne ne
112 0.60 ne ne
113 2.10 neg ne
114 0.80 ne ne
115 4.30 ne ne
116 1.90 ne ne
117 2.60 ne ne
118 0.40 ne ne
119 | 17.50 35 16.5(6.2 neg | pravd. klin+lab ano
120 1.60 ne ne
121 1.90 ne ne
122 1.70 ne ne
123 1.00 ne ne
124 1.10 ne ne
125 2.00 ne ne
126 9.30 ne ne
127 1.1 ne ne
128 2.10 ne ne
129 2.00 ne ne
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HKT | sepse
pacient|CD 64 [IL6 |CRAPCT|Leu| Neu| /T [cpT] ("¢ | UiStAs |y puricky obraz |ATB

neg/ | pravd.,

poz) ne)
130 7.80 ne ne
131 1.20 ne ne
132 1.20 ne ne
133 1.90 ne ne
134 1.40 ne ne
135 12.10 ne ne
136 0.70 ne ne
137 4.70 ne ne
138 1.20 ne ne
139 2.90 neg ne
140 | 13.30 17 | 52 | 4.7 neg | pravd. pneumonie ano
141 1.50 ne ne
142 2.8 ne ne
143 3.70 ne ne
144 1.30 ne ne
145 7.80 ne ne
146 1.10 ne ne
147 0.60 ne ne
148 2.80 ne ne
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Priloha 2

Tabulka ¢. 4: Akvirovana data pacientli S podezienim na LOS

sepse
Jméno | CD64| IL6 | CRP |PCT|Leu (jistd,
hemokultura| pravd.,
(ne/neg/poz) | klin,ne) | ATB etiol
1 0,3% 3.9 0 0.3 |11.4 ne ne ne
2 2,4% 0 15.8 ne ne ne
3 0,4% 1.6 0 0.1 7 ne ne ne
4 4, 7% 0 10 ne ne ne
5 7,5% 181 0 0.3 |16.8 ne ne ne
6 6,8% 3.2 12 ne ne ne
7 6,0% 0 19.2 ne ne ne
8 1 0.9 9.34 ne ne ne
9 3.1 3.1 12 |17.2 ne ne ne
10 10 1145 | 2350 | 5.2 [16.8 neg pravd. ano
11 0.9 0.00 7.25 ne ne ne
12 4.2 2.40 21.4 ne ne ne
13 2.8 30.5 1.70 0.3 [24.2 ne ne ne
14 1.1 0.90 12.9 ne ne ne
[ 15 [ 414 [668[2080 | | [ poz | jisti | ano | stafepid

16 1.1 1.00 21.8 ne ne ne
17 4.4 0.00 13.8 ne ne ne
18 4.7 12.6 | 8.80 21 neg ne ne
19 9.8 0.00 5.52 ne ne ne
20 23.8 2.60

22 14 10.00 14.8 ne ne ne
23 1.5 31.2 5.60 1.8 |11.6 ne ne ne
25 1.7 0.00 6.9 ne ne ne
26 0.5 0.00 7.8 ne ne ne
27 6.3 30.8 3.30 10.2 ne ne ne

[ 28 [ 31 ]  [4760| 74 poz | jisti | ano | stafepid

29 25.6 440 | 2.9 |3.57 neg pravd. ano
30 19 1831 | 0.00 | 0.7 |4.57 neg pravd. ano
31 7.6 6.5 0.00 03 |114 ne ne ne
32 1.7 6.8 0.00 0.1 1] 16 ne ne ne
33 0.6 0.00 8 ne ne ne
34 0.6 0.00 4.79 ne ne ne
35 0.7 0.00 114 ne ne ne
36 2.3 0.00 6.5 ne ne ne
37 0.6 0 14 ne ne ne
38 0.9 6.9 0.00 | 0.3 |14.8 ne ne ne
39 0.4 3.9 0.00 | 0.2 |125 ne ne ne
40 0.7 0.00 13.2 ne ne ne
41 0.5 20.6 0.00 1.4 110.3 ne ne ne
42 0 1.30 9.6 ne ne ne
43 0.5 22.8 | 12.20 | 0.7 |30.4 ne ne ne
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