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Seznam pouzitych zkratek
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Souhrn

Hrudni empyém ptedstavuje zdvaznou zdravotni komplikaci s letalitou az 40 %. Podstatou je
nahromadéni purulentniho zanétlivého vypotku v dutiné hrudni. Lécba spociva v zavedeni
drénu do zanétlivého loziska, provadéni vyplachii a lokalni aplikaci 1é¢iv. Tyto postupy byvaji
zdlouhavé a zatizené rizikem recidivy zédnétu. Nasim cilem je podstatné urychlit a zefektivnit
1é¢bu jejim spravnym nacasovanim s ohledem na pribézny stav zanétlivého loziska. Pro
ziskavani potfebnych informaci jsme zavedli cytologicko-energetickou analyzu pleuralnich
vypotkl. Ta spociva v detekci imunokompetentnich bun€k v pleuralnim vypotku a méteni
jejich aktudlni energetické narocnosti. Ze ziskanych tdajii lze ptfesné urcit charakter a
intenzitu lokédlniho zanétu. Opakovana méfeni pak poskytuji informace o jeho vyvoji a efektu
1é¢by. Cilem studie je vytvofeni teoretického ramce pro aplikaci cytologicko-energetické
analyzy pleurdlnich vypotkd u pacientll s hrudnimi empyémy. Dopliiujicim vySetfenim jsou
stanoveni katalytické aktivity aspartataminotransferazy (AST) a laktatdehydrogenazy (LDH)
v pleuralnim vypotku coby ukazateli rozsahu destrukce tkdn¢ posSkozujici slozkou
purulentniho zanétu. Prokéazali jsme, Ze na$ zpusob vySetfovani pleurdlnich vypotkl
pfedstavuje pifidanou hodnotu tradiéné uzivaného vySetfovani pleurdlnich vypotkli dle
Lightovych pravidel, kterd nefeSi imunobiologickou podstatu zanétu. Nositeli purulentniho
zénétu jsou neutrofilni granulocyty. Urovei jejich aktivace popisuje koeficient energetické
bilance (KEB). Pleuralni vypotky s pfevahou neutrofilnich granulocyti v této studii byly
ziskany od 91 pacientli s transudaty pfi kardidlnim postizeni ¢i systémové sepsi, 95 pacientl
s nekomplikovanym parapneumonickym vypotkem pfi bakteridlni pneumonii a 282 pacientil
s komplikovanym purulentnim vypotkem (hrudni empyém). Cytologicko-energetickou
analyzou pleuralnich vypotkt jsme prokazali absenci zdnétu u kontrolni skupiny transudati a
pfitomnost purulentniho zdnétu u pacientt s nekomplikovanym parapneumonickym vypotkem
a hrudnim empyémem. Intenzita zdnétu se zvySuje od nekomplikované k jeho komplikované
form¢. Tuto skutecnost podporuje také zvySujici se rozsah destrukce tkdné ptislusné lokality
poskozujici slozkou purulentniho zanétu. Dale jsme poukazali na vyznam naseho zplsobu
vySetfovani pleurdlnich vypotkli pro monitoraci pacienti po hrudni operaci vzhledem ke
zvySenému riziku pleurdlni infekce. Sledovdnim cCasového vyvoje purulentniho zanétu
v dutin€ hrudni jsme u 81 pacientli s hrudnim empyémem poukdazali na vysoky ptfinos naSeho
zpusobu vySetfovani pleuralnich vypotka pii 1é¢bé hrudniho empyému. Ten umozni snizit

riziko naslednych komplikaci v€etné smrti pacienta.



Summary

Monitoring of pleural effusion parameters during the treatment of chest empyema

Chest empyema is a severe complication with collection of pus in the pleural cavity. The
mortality rate of chest empyema is up to 40 %. Generally, treatment involves a drain insertion
into the inflammatory focus and pleural space irrigation with local application of medication.
These processes are usually lengthy with high risk of relapse. Our aim is to shorten the period
of treatment using cytological-energy analysis of pleural effusions. This approach is based on
simultaneous cytological and metabolic investigation of the pleural effusions. Results allow
us to determine the type and intensity of local immune response in the pleural cavity.
Repetitive investigations of pleural effusions in time give us information aiming the
development of local immunity response in the pleural cavity and can follow the effect of
therapy. Our goal is to define the theoretical framework for application of cytological-energy
analysis of pleural effusions in patients with chest empyemas. The determination of the
catalytic activities of aspartate aminotransferase (AST) and lactate dehydrogenase (LDH) in
pleural effusions as parameters of tissue damage is introduced by us. We established that
cytological-energy analysis of pleural effusion is complementary with traditional Light’s
criteria. The advantage of cytological-energy analysis is to characterize the local immune
response and intensity of inflammation. Pleural effusions with predominance of neutrophils in
this study were obtained from 91 patients with transudates caused either by heart failure or
systemic sepsis, 95 patients with uncomplicated parapneumonic effusion caused by bacterial
pneumonia, and 282 patients with chest empyema (complicated purulent effusion). We found
the absence of inflammation in the control group of patients with transudates and the presence
of purulent inflammation in patients with uncomplicated parapneumonic effusion and with
complicated purulent effusion. The intensity of purulent inflammation is increased from
uncomplicated parapneumonic effusion to complicated purulent effusion. This is also
supported by increased tissue injury caused by destructive purulent inflammation in pleural
cavity. Furthermore, in patients after thoracic surgery, we evidenced the importance of
cytological-energy analysis of pleural effusion for monitoring these patients because the risk
of purulent complications. We evaluate time development of purulent inflammation in the
pleural cavity in 81 patients with chest empyema and demonstrated the high benefit of
cytological-energy analysis of pleural effusions in the treatment of chest empyema thus

reducing the risk of subsequent complications.



1. Uvod

cey

Existuje dynamické rovnovédha mezi mikrobiotou zijici v dolnich cestach dychacich a
lokdlnimi a systémovymi obrannymi mechanismy imunitniho systému. Pokud dojde k
naruseni této rovnovahy, dochazi k zanétu plicniho parenchymu, tj. pneumonii [1]. Invaze a
Siteni extracelularnich bakterii do plicniho parenchymu na alveoldrni urovni zpiisobuje
bakterialni pneumonii [2].

Vrozena imunita je zodpovédnd za rozpoznani invazivniho patogenu a je schopna
zahdjit okamzitou obranu. Rozpoznani mikrobii zavisi na PRR receptorech, které umi
rozpoznat molekularni vzory patogennich mikrobi PAMP. Pritomnost extracelularnich
bakterii obvykle vede k rozvinuti purulentni zanétlivé reakce v pfislusné lokalité. Nositelé této
imunitni reakce jsou neutrofilni granulocyty [1].

Podstatou purulentniho zanétu je vlivem cytokinového a chemokinového prostiredi,
véetné IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-8 tvofeného alveoldrnimi makrofdgy, migrace téchto
imunokompetentnich bun¢k do mista postizen¢ho infekci a eliminace infekéniho agens
prostiednictvi fagocytdzy a produkei kyslikovych radikalti béhem jejich oxida¢niho vzplanuti
[1103].

Bakterialni pneumonie je ptedni pfic¢inou imrtnosti ve svété. [2]. Ptiblizné u 40 —

60 % pacientil s bakterialni pneumonii se vyvine parapneumonicky vypotek [4]. Nékteré
pleurdlni infekce vyZaduji pouze antibiotickou lé¢bu, nékteré hrudni drendz, nékteré
intrapleuralni terapii s lokalni aplikaci antibiotik a fibrinolytik a v krajnim pfipad¢ chirurgicky
zakrok [5]-[7]. V zavislosti na stupni progrese tohoto onemocnéni je pleurdlni infekce
rozdélena do tfi fazi. Prvni fazi je tvorba jednoduchého exsudatu disledkem zvySené
propustnosti kapilar bez ptitomnosti bakterii v pleuralni tekutiné. Pokud v této fazi neni
poskytnuta v€asna, vhodna a intenzivni lé¢ba, dojde k prechodu do fibrinopurulentniho stadia,
ve kterém se mnozi bakterie. Jejich pfitomnost v dutiné hrudni vlivem cytokinového a
chemokinového prostfedi tvofeného zejména alveolarnimi makrofagy vede kromeé migrace
neutrofilnich granulocytli a eliminace extracelularnich bakterii také k aktivaci koagulacni
kaskady vedouci ke zvySené prokoagulaci a snizeni fibrinolyzy. Dochazi k depozici fibrinu a
tvorbé sept. V poslednim kroku dochézi k proliferaci fibroblastii a zesileni pleury zabranujici
expanzi plic. Hovofime o hrudnim empyému. Ten je definovan jako nahromadéni hnisu
v pleurdlni dutin¢ a bez v€asné, vhodné a intenzitni 1é€by vede k systémové sepsi az smrti

pacienta [2][4][6][8].



Prvnim krokem pro vyhodnoceni pfitomnosti pleurdlniho vypotku je zhotoveni
rentgenového snimku hrudniku. Pokud je podezieni na vypotek, dalsim krokem je
ultrazvukové vysetieni (UZV). Pokud je podezieni na piitomnost hrudniho empyému, mélo
by byt provedeno vysSetfeni hrudniku pocitacovou tomografii (CT). Nasledné by m¢l byt

proveden odbér pleurdlniho vypotku a jeho laboratorni analyza [8][9].

1.1. Tradiéni vySetfovani pleuralnich vypotki dle Lightovych pravidel

Za zlaty standard se povazuje tradi¢ni vySetiovani pleurdlnich vypotkt dle Lightovych
pravidel. Jeho principem je kvantifikace biochemickych parametrii, kterd urc¢i charakter
pleurdlniho vypotku. Poskytuji informaci o tom, zda se jedna o transudit nebo exsudat
[10][11]. Transudat je definovan jako nezanétliva tekutina hromadici se v dutin€ hrudni pouze
v disledku zmén tlakovych pomérti na urovni kapilar. Tyto zmény mohou byt indukovany
v disledku kardidlniho postizeni, renalniho selhani ¢i jiného systémového onemocnéni [12]-
[14]. Exsudat je tekutina produkovand pii zénétu v disledku zvySené permeability cév.
Limitujicim faktorem pfi interpretaci vysledkii analyzy pleuralnich vypotkl dle Lightovych
pravidel je skuteCnost, Ze tento zplisob neposkytuje informaci o mechanismech, které vedly
k vysledné urovni vySetfovanych parametrii. Autorsky kolektiv spatfuje feSeni v aplikaci
cytologicko-energetického principu doposud praktikovaného pii vysetfovani mozkomiSniho
moku sledujiciho spolecné imunitni a biochemické procesy v oblasti produkce pftislusné

extravaskularni t€lni tekutiny [15]-[27].

1.2. Cytologicko-energeticky princip vySetfovani pleuralnich vypotki

Prvnim krokem cytologicko-energetické analyzy je cytologické vySetfeni pleuralniho
vypotku s diirazem na pifitomnost imunokompetentnich bun€k. Prave ty jsou nositeli imunitni
reakce. Dal$im krokem je vySetfeni vhodnych funk¢nich parametri. Témi jsou, obecné pro
vétSinu extravaskuldrnich télnich tekutin, parametry energetického metabolismu glukézy
[16][17][22][24]. Klicovym parametrem je koeficient energetické bilance (KEB), definovany
jako teoreticky primérny pocet molekul adenosintrifosfatu (ATP) vyprodukovanych za
aktudlnich energetickych poméra v oblasti rezervoaru ptislusné extravaskularni télni tekutiny
z jedné molekuly glukézy. Podstata hodnoceni pak spociva ve spolecném naristu intenzity

lokalni imunitni odpovédi a jejich energetickych narokti [1][16]-[18][21][24].
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[glukoza] = latkova koncentrace glukdzy v pleurdlnim vypotku

[laktat] = latkova koncentrace laktatu v pleuralnim vypotku

Dva energetické modely dutiny hrudni

Pfi bazalni imunitni reakci v oblasti rezervoaru pleurdlniho vypotku registrujeme
pfevazné aerobni metabolismus s hojnou produkci energie v podobé vysokého poctu ATP

vyjadifenou vysokymi hodnotami KEB (Obr. 1) [17][24][21].

O )|  aerobni [
2 metabolismus ﬁLATP (KEB)

glukoz a anaerobni metabolismus

Obr. 1: Normalni energetické poméry v dutin€ hrudni

Obvyklou pfi¢inou, podstatou ¢i nasledkem patologického procesu v dutiné hrudni je
imunitni, resp. zanétliva, odpovéd (Obr. 2). S nariistem jeji intenzity se zvySuji lokalni
energetické naroky aktivovanych imunokompetentnich buné&k. Dochéazi tak ke zvySené
spotiebé glukozy a kysliku, tim padem k rozvoji anaerobniho metabolismu a snizeni produkce

ATP, coZ pozorujeme na snizujici se hodnoté KEB.

q aerobni metabolismus
2 B o

’ g( anaerobni _,
glukoza » = |>{ gukeza || metabolismus

Obr. 2: Energetické poméry v pleuralni dutin€ za pfitomnosti zanétlivého procesu v dutiné

hrudni
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analyzy pleurdlnich vypotkt [21][22][24].

Hodnoty KEB > 28: Jedna se o normalni energetické poméry v oblasti rezervoaru pleuralniho

vypotku a obvykle predstavuji reaktivni az mirné ser6zni zdnétlivé zmény v pleuralni duting.

Hodnoty KEB = 20 az 28: Jedn4 se o mirné zvySeny rozsah anaerobniho metabolismu
v oblasti rezervoaru pleuralniho vypotku obvykle odpovidajici zvySenym energetickym
naroklim aktivovaného imunitniho systému pifi seréznich zanétlivych zméndch v pleurdlni

dutiné.

Hodnoty KEB = 10 az 20: Jedna se o stfedné¢ zvySeny rozsah anaerobniho metabolismu
v oblasti rezervoaru pleurdlniho vypotku obvykle odpovidajici vyrazn€ji zvySenym
energetickym néarokiim aktivovaného imunitniho systému pii intenzivnim ser6znim
zanétlivém procesu ¢i pfitomnosti razantnich zanétlivych zmén s oxidaénim vzplanutim

profesiondlnich fagocytii v pleurdlni duting.

Hodnoty KEB < 10 : Jednd se o vysoky rozsah anaerobniho metabolismu v oblasti
rezervoaru pleurdlniho vypotku zpravidla odpovidajici pfitomnosti razantniho zanétu
s oxida¢nim vzplanutim profesionalnich fagocyth v pleurdlni dutin€. Pfi vyznamné
pfitomnosti neutrofilnich granulocytli jde zpravidla o purulentni zanét s obvyklou ucasti
extracelularnich ~ bakterii v patogenezi. Dominujici  pfitomnost = mononuklearnich
imunokompetentnich bun¢k, tzn. lymfocytd ¢i monocytarné-makrofagovych elementd, pak
vede kUvaze o razantnim zanétu s oxidacnim vzplanutim makrofagii s obvyklou ucasti

intracelularnich agens ¢i nadorové proliferace v patogenezi.

1.3. VySetieni parametri rozsahu destrukce tkané

Rozsah destrukce tkan€ autorsky kolektiv charakterizuje prostfednictvi koncentrace
katalytické aktivity aspartataminotransferdzy (AST) a laktatdehydrogenazy (LDH), které
slouzi jako dopliujici vySetfeni cytologicko-energetické analyzy pleuralnich vypotkda.

Umoznuje charakterizovat troven poskozujici slozky pfitomného zanétu [28][29].



2. Cile disertaéni prace

Diserta¢ni prace méla za cil predstavit vyznam cytologicko-energetického vysetfovani
pleuralnich vypotki a zhodnotit jeho pfinos pro v€asnou detekci purulentniho zanétu pro
vCasné zahdjeni 1écby pleurdlni infekce a monitoraci uspéSnosti terapeutickych postupi pti
1écbé hrudniho empyému. Védecky kolektiv byl slozen z pracovnikii Oddé€leni hrudni
chirurgie, Biomedicinského centra, Odd¢leni klinické biochemie Masarykovy nemocnice
v Usti nad Labem a Ustavu klinické imunologie a alergologie Univerzity Karlovy Lékaiské
fakulty a Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Vedoucim vyzkumného tymu byl RNDr. Ing.
Petr Kelbich, Ph.D.

Cytologicko-energetické vySetfovani pleuralnich vypotkii spojuje cytologicke
vySetfeni pleurdlnich vypotkd a funkéni parametr. Funkénim parametrem je koeficient
energetické bilance (KEB) odvozeny z aktudlnich latkovych koncentraci glukozy a laktatu
v pleurdlnim  vypotku.  Vyjadiuje primérny pocet molekul adenosintrifosfatu
vyprodukovaného z 1 molekuly gluk6zy za aktudlnich energetickych pomérii v dutin€ hrudni.
Jako dopliujici vySetieni pak slouzi parametr katalytické aktivity AST a LDH coby ukazatel
rozsahu destrukce tkané v prislusné lokalité poskozujici slozkou devastujiciho purulentniho
zanétu. Za zlaty standard se povaZzuje vySetfovani pleurdlnich vypotkd dle Lightovych
pravidel, ktera nepopisuji imunobiologické d¢je, ale pouze kvantifikuji ptisluSné biochemické
parametry. Autorsky kolektiv povazoval za vyznamné Lightiv zptsob s ndmi upravenym
postupem vySettovani pleuralnich vypotkl porovnat.

Tim, Ze cytologicko-energeticky princip imunobiologické d&je popisuje, tak poskytuje
informaci o charakteru a intenzit€¢ zdnétu v dutin€ hrudni. To by mélo pfinést znacny ptinos
pro sledovani pacientl s parapneumonickym vypotkem zptsobenym bakterialni pneumonii za
cilem zahgjeni vCasné 1écby a sniZeni rizika prechodu do jeho komplikované formy hrudniho
empyému. Také by tento zpiisob vySetfovani umozZnil sledovat pacienty po hrudni operaci
vzhledem k jejich zvySenému riziku pleuralni infekce za cilem zahdjeni vcasné 1écby a také
monitorovat purulentni zanét v dutin€ hrudni u pacientli s hrudnimi empyémy a tim nasledné
umoznit sledovat uspéSnost 1éCby, korigovat terapeutické postupy a snizit tak riziko
naslednych komplikaci v¢etné systémové sepse a smrti pacienta. Vzhledem k tomu, Ze hrudni
empyém mize byt sekundarnim projevem nadorového procesu v dutiné hrudni, autorsky
kolektiv povazuje také za vyznamné otestovat jeho vliv na laboratorni obraz pleuralniho

vypotku u pacientii se soucasnym nadorovym postizenim dutiny hrudni.



3. Material a metodika

3.1. Soubor pacienti zarazenych do studie

Do studie bylo zafazeno 915 pacientd pfijatych na Oddéleni hrudni
chirurgie Masarykovy nemocnice v Usti nad Labem, kterym se vytvofil pleuralni vypotek
v disledku kardidlniho postizeni, systémové sepse, hrudni operace, bakterialni pneumonie
nebo méli diagnostikovany hrudni empyém. Z 63 % se jednalo o muze a z37 % o Zeny
v prumérném veéku 63 let.

Vzhledem k tomu, ze tato prace nezahrnovala zddné klinické studie a nevyzadovala
sbér dat mimo rutinni vysetfovani, nebyl vyZzadovdn po pacientech informovany souhlas.
VSsechny zédznamy a informace o pacientech byly anonymizovany a deidentifikovany. Dil¢i
¢ast této prace publikovana v impaktovaném casopise byla schvalena mistni Etickou komisi
Masarykovy nemocnice Usti nad Labem (jednaci &islo: 279/1).

Klinicky obraz pacienti s Kkardidlnim selhdnim zahrnoval pfitomnost srdecni
insuficience dle NYHA klasifikace, plicni edém, duSnost, hypertenzi, symetricky edém
kotnikd, nykturii, transudat, cyandzu, posunuty apikalni impuls, abnormalni zvuky plic a
znamky kardidlniho astmatu, hepatosplenomegalii, svalovou atrofii, typické zmény na
echokardiografii (srde¢ni arytmie nebo zndmky sifiové ¢i komorové hypertrofie). Laboratorni
obraz zahrnoval pozitivni nalez NT-proBNP a troponinu T.

Klinicky obraz pacientl se systémovou sepsi zahrnoval pfitomnost zrychlené srde¢ni
a dechové frekvence, hypotenzi, infekci (kromé pleuralni infekce), zvySenou nebo snizenou
télesnou teplotu, pfiznaky dysfunkce organt, rozvoj septického Soku a syndrom
multiorganové dysfunkce. Laboratorni obraz zahrnoval vyrazné zvySené parametry
systétmového zanétu (leukocytoza, koncentrace CRP, prokalcitoninu), zmény hemokoagulace
(trombocyt6za) a rozvoj DIC.

Klinicky obraz pacienti po hrudni operaci bez purulentni komplikace v duting
hrudni zahrnoval pfitomnost pleurdlniho vypotku. Klinicky obraz pacientli s purulentni
komplikaci v dutiné hrudni zahrnoval také zvySenou télesnou teplotu, pozitivni auskulta¢ni
nalez, typicky UZ ndlez, zvySenou denzitu na RTG nebo CT hrudniku, vyznamnou produkci
pleurdlniho vypotku, perzistujici pleuralni vypotek a jeho viditelné zmény (vyssi viskozita a
zakal). Laboratorni obraz téchto pacienti zahrnoval dale pfitomnost zvySenych hodnot
parametriit systémového zanétu v krvi (leukocytéza, koncentrace C-reaktivniho proteinu,

prokalcitoninu aj.) a moZnou pozitivni bakterialni kultivaci v pleuralnim vypotku.



Klinicky obraz pacientt s bakteridlni pneumonii zahrnoval pfitomnost produktivniho
kasle, horecky doprovazené tresavkou, dusnosti, bodavé nebo ostré bolesti na hrudi,
zrychleného dychani, hypotenze, zvysSené srdecni frekvence, nizké saturace, auskultace.
Prosttednictvi zobrazovacich metod byl u téchto pacientl prokdzéan typicky nalez na RTG
snimku hrudniku, CT skenu hrudniku a ultrazvuku plic. Laboratorni obraz zahrnoval zvySené
parametry systémového zanétu (leukocytéza, vysokd koncentrace C-reaktivniho proteinu,
prokalcitoninu atd.). Pfitomen byl zakaleny exsudativni pleuralni vypotek.

Pacienti s hrudnim empyémem vykazovali progresi vySe zminéného infek¢niho

postizeni dutiny hrudni a ztlusténi pleury na CT skenu.

3.2. Odbér pleuralniho vypotku a preanalyticka faze

Vzorky pleuralnich vypotkl byly odebrany hrudnim chirurgem do ¢istych zkumavek
bez aditiv. Oznacené zkumavky byly co nejrychleji dopraveny do Biomedicinského centra a
na Oddé&leni klinické biochemie Masarykovy nemocnice v Usti nad Labem, kde byly

neprodlené analyzovany.

3.3. Cytologické vysetieni pleuralnich vypotki

V kazdém vzorku pleuralniho vypotku byl stanoven pocet jadernych elementti (JE) a
erytrocytt na lpl ve Fuchsové-Rosenthalové komtirce. Pomoci cytocentrifugy StatSpin
Cytofuge 2 (Iris Sample Processing, USA) byl zhotoven trvaly cytologicky preparat barveny
cytologickym krevnim barvenim Hemacolor® (Merck, DE) a zamontovany do montovaciho
média Enthellan® (Merck, DE). Zptsobilym pracovnikem byl proveden odecet trvalého
cytologického preparatu prostfednictvim mikrokopu BX40 (Olympus, JAP).

3.4. VySetfeni humoralnich parametra pleuralnich vypotku

V kazdém vzorku pleuralniho vypotku byla stanovena koncentrace celkové bilkoviny,
glukozy, laktatu a katalytické aktivity aspartataminotransferdzy a laktatdehydrogendzy
prostiednictvi analytického systému Cobas 600® c501 (Roche Diagnostics, CHE).



Stanoveni koncentrace celkové bilkoviny v pleuralnim vypotku — biuretova metoda

Dvojmocna méd’ reaguje v alkalickém prostiedi s peptidickymi vazbami proteinti za
vzniku purpurové zbarveného biuretového komplexu, ktery absorbuje pii vinové délce 546nm
a je detekovan spektrofotometricky jako nértst absorbance. Vinan sodnodraselny zabrainuje

precipitaci hydroxidu méd’natého a jodidu draselného, ktera brani autoredukci médi.

Stanoveni koncentrace glukozy v pleuralnim vypotku — hexokinazova metoda

Glukéza ve vzorku je fosforylovand hexokinadzou (HK) za ptitomnosti ATP a iontl
hot¢iku za vzniku glukéza-6-fosfatu (G-6-P) a ADP. Glukoza-6-fosfatdehydrogenaza
specificky oxiduje G-6-P na glukonat-6-fosfat za soub&zné redukce NAD" na NADH, ktery
absorbuje pii vlnové délce 340 nm a je detekovan spektrofotometricky jako narast

absorbance.

Stanoveni koncentrace laktatu v pleuralnim vypotku — laktatoxidasova a peroxidasova

metoda

Laktat je pfeménovan na pyruvat a peroxid vodiku prostiednictvim laktatoxidazy.
Koncentrace vzniklého peroxidu je pak pfimouimérnd koncentraci obsazené¢ho laktitu a je
kvantifikovdna pomoci peroxidazy, ktera katalyzuje oxidaci chromogenniho substratu

peroxidem vodiku za vzniku barviva, kter¢ je kvantifikovano pii vinové délce 548 nm.

Stanoveni koncentrace katalytické aktivity AST v pleuralnim vypotku — IFCC metoda

Metoda spociva v konverzi L-aspartatu a 2-oxoglutaratu na oxalacetat a L-glutamat pfi
katalytickém pisobeni aspartataminotransferazy (AST). Vznikajici oxalacetat je detekovan
poklesem absorbance pti vlnové délce 339 nm po oxidaci NADH na NAD" katalyzovanou

enzymem malatdehydrogenazou.

Stanoveni koncentrace katalytické aktivity LDH v pleuralnim vypotku — IFCC metoda

Metoda spociva v konverzi L-laktditu na pyruvat pii katalytickém plsobeni

laktatdehydrogenazy (LDH). NAD" je redukovano na NADH. Pocate¢ni rychlost tvorby



NADH je pfimo umérnd katalytické aktivit¢ LDH a stanovuje se fotometricky méfenim

nartistu absorbance pii vinové délce 340nm.

3.5. Vypocet koeficientu energetické bilance (KEB)

Pivodni koeficient energetické bilance vyjadiuje pramérny pocet molekul ATP
vyprodukovanych za aktualnich energetickych pomér v extravaskularnim prostoru z jedné
molekuly gluko6zy a byl odvozen pouze na zékladé latkové bilance a stechiometrie aerobniho

a anaerobniho odbouravani glukézy za soucasné tvorby ATP v obecném tvaru:

KEB = 38 — 18%

Kde symboly x a y je oznaceno celkové latkové mnozstvi glukézy v uvazovaném
kompartmentu za jednotku Casu, resp. latkové mnozstvi laktatu vzniklého v tomto prostoru z
casti glukozy spotiebované anaerobnim mechanismem. Protoze takto definované x a y jsou
experimentalné nedostupné veli€iny, autoti prace Kelbich ef al., 1998 dosadili experimentalné
zjisténé aktualni koncentrace glukozy a laktatu, a tak obdrzeli standardné pouzivany vzorec
pro vypocet KEB, ktery se vypocitd podle nasledujiciho vzorce z latkovych koncentraci

laktatd a glukozy [16, 17, 21, 22]:

[laktat]

KEB = — 18—
38— 18 [glukézal]

3.6. Statistické zpracovani

Prosttednictvi neparametrického Kruskal-Wallisova testu s post hoc vicenasobnym
porovnanim z-skére bylo na hladiné vyznamnosti 5 % provedeno porovnani laboratornich
parametrQ pleuralnich vypotkt s pfevahou neutrofilnich granulocyti mezi skupinami pacientt
s transudaty pii kardidlnim postizeni ¢i systémoveé sepsi, pacientli s bakterialni pneumonii a
pacienti s hrudnim empyémem. Stejnym zpisobem bylo provedeno testovani vlivu
energetickych pomért v dutiné hrudni ve skupiné pacienti po hrudni operaci na destrukéni
parametry v pleuralnim vypotku s ptevahou neutrofilnich granulocyta.

Diagnostické efektivity cytologickych (pocCet jadrnych elementi a cCetnost

neutrofilnich granulocyttt), energetickych (koncentrace glukézy, laktatu, KEB) a destruk¢nich



(katalytické aktivity LDH a AST) parametri v pleurdlnich vypotcich vySetfenych dle
Lightovych kritérii a cytologicko-energetickym principem byly ziskdny prostfednictvi ROC
(Receiver Operating Characteristic) analyzy. Na hladiné vyznamnosti 5% bylo metodou dle
De Long et al. provedeno porovnani ROC-kiivek pro vzdjemné odliSeni nezéanétlivych
vypotkl, parapneumonickych vypotkl a vypotkl od pacientli s hrudnimi empyémy [30].

Dale bylo prostiednictvi neparametrického Mann-Whitney U-testu na hlading
vyznamnosti 5% testovan vliv soucasné probihajictho nddorového procesu na laboratorni
obraz hrudniho empyému. Stejnym zpiisobem byl testovan vliv finalniho vyvoje hrudniho
empyému po zavedeni hrudniho drénu na parametry cytologicko-energetického vySetfovani
pleuralnich vypotk.

Ke statistické analyze byl pouzit program Statistica 13 (StatSoft, Inc, USA) a MedCalc
(MedCalc software, B).
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4. Vysledky

4.1. Prizkum cytologickych nalezi pleurdlnich vypotki pacienti z primarni databaze
4.1.1. Prizkum cytologickych nalezii v pleuralnich vypotcich pacientii s transudaty

V transudatech u 28 % pacientl je patrnd ptrevaha neutrofilnich granulocyti (Graf 1).

Eosinofilni granulocyty
0%

Neutrofilni granulocyty
28%

Lymfocytarni
elementy
50%

Monocytarni element
22%

Graf 1: Vysecové grafy — procentualni zastoupeni pacientd s transudaty s ohledem na ptevahu typu

bunék v cytologickém obraze jejich pleurdlniho vypotku
4.1.2. Pruzkum cytologickych nalezi v pleuralnich vypotcich pacienti po hrudni
operaci

V pleurdlnich vypotcich je u 74 % pacienti po hrudni operaci patrna pievaha

neutrofilnich granulocyta (Graf 2).

Eosinofilni granulocyty
2%

Lymfocytarni
elementy
23%

Monocytarni
elementy

Neutrofilni granulocyty 1%

74%

Graf 2: Vysecové grafy — procentualni zastoupeni pacientti po hrudni operaci s ohledem na ptevahu

typu bunék v cytologickém obraze jejich pleuralniho vypotku
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4.1.3. Pruzkum cytologickych nalezii v pleuralnich vypotcich pacientii s bakteridlni

pneumonii

Ve vSech pleurdlnich vypotcich pacientl s bakteridlni pneumonii je patrnd prevaha

neutrofilnich granulocytt (Graf 3).

Neutrofilni granulocyty
100%

Graf 3: VyseCové grafy — procentualni zastoupeni pacientll s bakteridlni pneumonii s ohledem na

pfevahu typu bun¢k v cytologickém obraze jejich pleuralniho vypotku

4.1.4.Prizkum cytologickych nalezti v pleurialnich vypotcich pacienti s hrudnim

empyémem

V pleurdlnich vypotcich je u 93 % pacientti s hrudim empyémem patrna ptevaha

neutrofilnich granulocytl (Graf 4).

Eosinofilni granulocyty Lymfocytarni elementy
1% 3%
Monocytarni elementy
3%

Neutrofilni granulocyty
93%

Graf 4: VyseCové grafy — procentualni zastoupeni pacientii s hrudim empyémem s ohledem na

prevahu typu bunék v cytologickém obraze jejich pleuralniho vypotku
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4.2. Porovniani laboratornich parametri v pleuralnich vypotcich s prevahou
neutrofilnich granulocytii u pacientii s transudaty, s bakteridlni pneumonii a

hrudnim empyémem.

V transudatech pozorujeme statisticky vyznamné niz$i koncentraci celkové bilkoviny
nez v nekomplikovanych parapneumonickych vypotcich a purulentnich vypotcich pacienti
s hrudnimi  empyémy (» < 0,05). Koncentrace celkové Dbilkoviny se v
nekomplikovanych parapneumonickych pleurdlnich vypotcich a hrudnim empyému témét
nelisi (p = 0,930). Pocet jadernych elementl, relativni Cetnost neutrofilnich granulocyti,
koncentrace laktatu, katalytické aktivity AST a LDH je statisticky vyznamné vyss$i u pacientti
s nekomplikovanym parapneumonickym vypotkem nez u pacientl s transudaty (p < 0,05), ale
statisticky vyznamné niz$i nez u pacientd s hrudnim empyémem (p < 0,05). Koncentrace
glukézy a koeficient energetické bilance (KEB) je statisticky vyznamné niz$i u pacientt
s parapneumonickym vypotkem nez u pacientd s transudaty
(p < 0,05), ale statisticky vyznamné vys$$i nez u pacientii s hrudnimi empyémy (p < 0,05)

(Tab. 1,2).

Tab. 1: Popisna statistika laboratornich parametrii v jednotlivych typech pleuralnich vypotki

s pfevahou neutrofilnich granulocytt

Purulentni
Nezdnetlive Nekomplikované Komplikované
Transudat Parapneumonicky Empyém
n=91 n=95 n =282

Koncentrace celkové bilkoviny (g.1"!)
Median 22,20 38,10 37,00
1. — 3. kvartil 16,20 - 30,50 27,80 - 47,10 25,60 - 45,00
Pocet jadernych elementii (JE) (1.ul)
Median 325 2901 25813
1. —3. kvartil 128 — 981 768 — 14827 3413 - 109227
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Tab. 1: Popisna statistika laboratornich parametri v jednotlivych typech pleuralnich vypotk

s prevahou neutrofilnich granulocyti - pokracovani

Purulentni
Nezdnetlive Nekomplikované Komplikované
Transudat Parapneumonicky Empyém
n=91 n=95 n =282
Relativni ¢etnost neutrofilnich granulocyti (%)
Median 56,0 84,0 88,0
1. — 3. kvartil 49,0-172,0 75,0-91,0 78,0 — 94,0
Koncentrace glukézy (mmol.I'")
Median 7,51 0,96 0,10
1. — 3. Kvartil 6,16 - 9,28 0,10 -2,90 0,06 - 1,1
Koncentrace laktatu (mmol.l")
Median 2,53 9,98 14,65
1. — 3. Kvartil 1,61 -3,30 6,96 - 12,70 9,87 -21,7
Koeficient energetické bilance (KEB)
Median 32,73 -167,51 -2346,10
1. — 3. Kvartil 30,52 to 34,22 -1758,40 to -6,04 -5789,50 to -150,2

Koncentrace katalytické aktivity aspartataminotransferazy (AST) (ukat.I'")

Median 0,25 1,13 3,95
1. — 3. Kvartil 0,15-0,42 0,76 - 2,36 1,28 - 9,56

Koncentrace katalytické aktivity laktatdehydrogenazy (LDH) (nkat.I'")

Median 2,41 23,66 70,38
1. - 3. Kvartil 1,53 -4,27 13,62 - 46,42 24,985 - 233,28

Table 2: p-hodnoty ziskané porovnanim laboratornich parametrii v jednotlivych typech pleuralnich

vypotkt prostiednictvi K-W testu s post hoc vicenasobnym porovnanim pomoci z-skore (p < 0,05)

Transudat Transudat Parapneumonicky
Mérené parametry v pleuralnim
versus versus versus
vypotku
parapneumonicky empyém empyém
Koncentrace celkové bilkoviny <0,05 <0,05 0,930
Pocet jadernych elementd <0,05 <0,05 <0,05
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Table 2: p-hodnoty ziskané porovnanim laboratornich parametrii v jednotlivych typech pleuralnich

vypotkl prostiednictvi K-W testu s post hoc vicenasobnym porovndnim pomoci z-skore (p < 0,05) -

pokracovani
Transudat Transudat Parapneumonicky
Parametry v pleuralnim vypotku versus versus versus
parapneumonicky empyém empyém

Relativni Cetnost neutrofilt < 0,05 < 0,05 <0,05
Koncentrace glukozy < 0,05 < 0,05 <0,05
Koncentrace laktatu <0,05 <0,05 <0,05
Koeficient energetické bilance < 0,05 < 0,05 <0,05
Katalyticka aktivita LDH <0,05 <0,05 <0,05
Katalyticka aktivity AST <0,05 < 0,05 <0,05

4.3. Porovnani cytologicko-energetického zpusobu vysetfovani pleuralnich vypotki

s parametry Lightovych pravidel

Pro porovnani diagnostické efektivity cytologickych (pocet jadernych elementl a
¢etnost neutrofilnich granulocyttli), energetickych (koncentrace glukozy a laktatu a hodnoty
KEB) a destruk¢énich (katalytické aktivity LDH a AST) parametrii v pleuralnich vypotcich
vysetfenych dle Lightovych pravidel a cytologicko-energetickou analyzou jsme pouzili ROC
analyzu. Vyznamné vyss$i ucinnosti pro odliSeni nezanétlivych vypotki a parapneumonickych
vypotki bylo dosazeno v piipadé Cetnosti neutrofilnich granulocytl oproti po¢tlim jadernych
elementl (p < 0,05) a hodnot KEB oproti koncentracim laktatu (p < 0,05). Naproti tomu
statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami KEB a koncentracemi glukozy a katalytickymi

aktivitami LDH a AST patrné nebyly (Tab. 3).
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Tab. 3: ROC-analyza pro cytologicko-energetické parametry a Lightova kritéria nezanétlivych
transudati a nekomplikovanych parapneumonickych pleurdlnich vypotkti pacientli s bakterialni

pneumonii

Negativni skupina: Nezanétlivy transudat

Pozitivni skupina: Nekomplikovany parapneumonicky vypotek

Lightova Kkritéria AUC SE Cut-off Specificita Sensitivita
(%) (%)
JE (.1puD) 0,833 0,029 >1120,00 86,26 70,83
CB (mg.I'") 0,742 0,032 >31,00 71,09 70,83
Glukéza (mmol.l™") 0,981 0,010 <4,60 97,63 94,79
Laktat (mmol.I') 0,970 0,013 > 4,78 96,20 92,70
LDH (pkat.l™!) 0,962 0,015 > 7,64 94,23 89,58
Cytological-energeticka analyza
Neutrofily 0,982 0,006 >0,53 91,94 97,92
KEB 0,999 0,001 <19,92 98,10 100,00
AST (pkat.I'") 0,954 0,012 > 0,56 91,94 88,54
Ligtova Kritéria Cytologicko-energeticka p-hodnota
analyza
JE Neutrofily <0,05
Laktat KEB <0,05
Glukéza KEB 0,63
LDH AST 0,57

Pti porovnani diagnostické efektivity vybranych parametri v nezanétlivych vypotcich
a vypotcich pacienti s hrudnimi empyémy jsme opét dosahli vyznamné lepsich vysledki u
Zetnosti neutrofilnich granulocytl oproti poétu jadernych elementti. Uginnost hodnot KEB
pak byla statisticky vyznamné pfiznivéjSi v porovnani s koncentracemi glukézy. Mezi
hodnotami KEB a koncentracemi laktatu a katalytickymi aktivitami LDH a AST jsme

vyznamny rozdil nezjistili (Tab. 4).
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Tab. 4: ROC-analyza pro cytologicko-energetické parametry a Lightova kritéria nezanétlivych

transudatt a komplikovanych purulentnich pleurédlnich vypotkii pacienti s hrudnim empyémem

Negativni skupina: Nezanétlivy transudat

Pozitivni skupina: Hrudni empyém

Lightova Kkritéria AUC SE Cut-off Specificita Sensitivita
(%) (%)
JE (.1pul) 0,939 0,010 >1640,00 91,94 84,04
CB (mg.1") 0,713 0,023 >31,00 71,09 65,12
Glukéza (mmol.I™") 0,967 0,008 <3.,58 100,00 89,75
Laktat (mmol.I™") 0,987 0,005 >4.87 96,70 94,30
LDH (ukat.I')) 0,984 0,005 > 8,68 95,67 94,35
Cytologicko-energeticka analyza
Neutrofily 0,985 0,004 > 0,55 92,42 97,17
KEB 0,991 0,004 <20,18 98,10 96,82
AST (ukat.I) 0,979 0,005 >0,53 91,47 95,41
Ligtova kritéria Cytologicko-energeticka p-hodnota
analyza
JE Neutrofily <0,05
Laktat KEB 0,56
Glukéza KEB < 0,05
LDH AST 0,39

Diagnosticka efektivita vybranych -cytologickych,

energetickych a destrukénich

parametrii v parapneumonickych vypotcich a purulentnich vypotcich pacientti s hrudnimi

empyémy zdaleka nedosahuje urovné patrné z vySe uvedenych porovnani nezanétlivych

vypotkil s obéma skupinami purulentnich zanétlivych vypotkl. V tomto ptipad¢ jsme zjistili

statisticky vyznamné vyssi efektivitu poctu jadernych elementi oproti ¢etnostem neutrofilnich

granulocytii a koncentrace laktatu predCily hodnoty KEB. Vyznamny rozdil mezi

katalytickymi aktivitami LDH a AST opét nebyl prokdzan (Tab. 5).
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Tab. 5: ROC-analyza pro cytologicko-energetické parametry a Lightova kritéria nekomplikovanych

parapneumonickych vypotkt a komplikovanych purulentnich vypotki pacientii s hrudnim empyémem

Negativni skupina: Nekomplikovany parapneumonicky vypotek

Pozitivni skupina: Hrudni empyém

Lightova kritéria AUC SE Cut-off Specificita Sensitivita
(%) (%)
JE (.1pl) 0,714 0,030 > 18,77 82,29 54,61
CB (mg.I'") 0,537 0,035 <48,90 22,92 86,12
Glukoza (mmol.I™!) 0,631 0,033 <043 63,54 64,66
Laktat (mmol.l"") 0,721 0,028 >13,13 80,20 60,10
LDH (pkat.l'h) 0,710 0,028 >41,84 70,83 65,02
Cytologicko-energeticka analyza
Neutrofily 0,553 0,034 >91,00 75,00 35,69
KEB 0,671 0,031 <-738,95 68,75 64,31
AST (pkat.I") 0,718 0,028 > 2,60 83,33 57,60
Ligtova Kkritéria Cytologicko- p-hodnota
energeticka analyza
JE Neutrofily <0,05
Laktat KEB <0,05
Glukéza KEB < 0,05
LDH AST 0,57

4.4. Testovani vlivu energetickych poméra v dutiné hrudni na laboratorni obraz

pleurilniho vypotku u pacientii po hrudni operaci

Testovani vlivu energetickych poméri v dutiné hrudni na relativni ¢etnost neutrofilnich

granulocyti pri jejich prevaze v pleuralnim vypotku u pacientii po hrudni operaci

Prostfednictvi Kruskal-Wallisova testu s vicenasobnym porovnanim pomoci z-skore
jsme prokazali vyznamnost rozdilu mezi relativni Cetnosti neutrofilnich granulocyti
v pleurélnich vypotcich s energetickymi tirovnémi KEB < 10 a KEB 20-28; KEB < 10 a KEB
>28; KEB 20-28 a KEB < 10 (p <0,05) (Graf 5).
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Graf 5: Rozlozeni relativnich ¢etnosti neutrofilnich granulocytti (Ngr) v pleuralnich vypotcich

Testovani vlivu energetickych pomérta v dutiné hrudni na katalytickou aktivitu AST a
LDH v pleurdlnich vypotcich s prevahou neutrofilnich granulocyti u pacienti po

hrudni operaci

Koncentrace katalytické aktivity LDH 1 AST se témét nelisi pouze v pleuralnich
vypotcich s KEB <10 a KEB 10 - 20 (p > 0,05). Nejnizsi koncentrace katalytickych aktivit
LDH a AST pozorujeme v pleurdlnich vypotcich s KEB > 28. Nejvyssi koncentraci
katalytické aktivity LDH i AST pak pozorujeme v pleurdlnich vypotcich s KEB < 10 (Graf 6
a’).
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Graf 6 a 7: RozloZeni hodnot AST (vpravo) a LDH (vlevo) v pleuralnich vypotcich pacienti

rozdélenych dle energetickych pomérii v pleuralnim vypotku
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4.5. Testovani vlivu nadorového procesu v dutin€é hrudni u pacienti s hrudnim

empyémem na jeho laboratorni obraz

Na hladin€ vyznamnosti 5 % byla prostfednictvi neparametrického Mann-Whitney U-

testu nalezena vyznamnost rozdilu mezi pocCtem jadernych elementi (JE) v pleurdlnich

vypotcich pacientll s parapneumonickym a paramalignim empyémem (p < 0,05). Relativni

Cetnost neutrofilnich granulocytii, koncentrace glukdzy, laktatu, hodnota KEB a koncentrace

katalytick¢ aktivity LDH a AST v pleuralnich vypotcich pacientii s parapneumonickym a

paramalignim hrudnim empyémem jsou témé¢f identické (Tab. 6).

Tab. 6: Popisna statistika proménnych v souborech pacientli s parapneumonickym a paramalignim

empyémem a p-hodnoty M-W U-testu.

Parapneumonicky Paramaligni p-hodnota
n =244 n=>56
JE Median 74880 37547
<0,05
(1pb) 1. kvartil — 3. kvartil 11136 - 323840 2987 - 100693
Neutrofily Median 88,0 84,0
0,039
(%) 1. kvartil — 3. kvartil 80,0 — 94,0 71,0-92,0
Glukoéza Median 0,10 0,10
0,857
(mmol.I') 1. kvartil — 3. kvartil 0,06 - 1,30 (0,05 - 0,80)
Laktat Median 14,20 15,01
0,339
(mmol.I'Y) 1. kvartil — 3. kvartil 9,86 - 21,66 9,70 - 20,40
Median -2257,0 -2737,60
KEB 0,702
1. kvartil — 3. kvartil -5788,75 to -141,03 -5733,70 to -349,05
LDH Median 67,84 60,682
0,418
(pnkat.l-1) 1. kvartil — 3. kvartil 23,62-219,09 21,714-232,84
AST Median 3,74 4,011
0,448
(ukat.I') 1. kvartil — 3. kvartil 1,25 - 8,84 1,250 - 12,027
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4.6. Testovani vliva finalni regrese hrudniho empyému na cytologicko-energetické
parametry pleuralniho vypotku odebiraného v rizném c¢asovém obdobi od zavedeni

hrudniho drénu

Prostiednictvi neparametrického Mann-Whitney U-testu nebyla prokdzdna vyznamnost
rozdilu v den zavedeni hrudniho drénu v zaddnych z vySe zminénych laboratornich
parametrech mezi skupinami pacientd, u kterych doslo a u kterych nedoslo k regresi zanétu do

25. dne od zavedeni hrudniho drénu (Tab. 7).

Tab. 7: Popisna statistika pro laboratorni parametry v pleuralnich vypotcich odebranych v den
zavedeni (0. den) hrudniho drénu s ohledem na finalni vyvoj hrudniho empyému a p-hodnoty Mann-

Whitney U-testu (p < 0,05).

Regrese zanétu do 25. dne od Bez regrese zanétu do 25. dne
zavedeni hrudniho drénu od zavedeni hrudniho drénu
n=>51 n=27 D-
Median Median hodnota
(1. — 3. kvartil) (1. — 3. kvartil)
JE 15360 4701,33 0,622
(. 1nd) (1792,00-93297,70) (1877,33-81200,00)
Neutrofily 89,00 87,00 0,748
(76,00-90,00) (74,00-100,00)
Glukoéza 0,10 0,54 0,180
(mmoll") (0,06-1,50) (0,10-1,80)
Laktat 13,76 12,63 0,835
(mmol.I'") (8,97-21,60) (10,92-18,30)
KEB -2338,00 -375,33 0,089
(-4501,60 to -171,7) (-2905,00 to -92,8)
AST 2,35 1,65 0,386
(ukat.I'") (1,43-11,00) (0,79-10,80)
LDH 58,28 40,50 0,676
(ukat.I'") (23,58-148,50) (16,51-147,20)

Byla prokdzana vyznamnost rozdilu v obdobi mezi 1. a 10. dnem od zavedeni
hrudniho drénu mezi koncentracemi katalytické aktivity AST a LDH u pacienti, u kterych
doslo a u kterych nedoslo k regresi zanétu do 25. dne od zavedeni hrudniho drénu (p < 0,05).
Statisticky vyznamné vys$i hodnoty koncentraci katalytické aktivity AST a LDH pozorujeme

u pacientll, u kterych nedojde k regresi zanétu v dutiné hrudni nez u pacienti, u kterych k
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regresi zanétu dojde. Pocet jadernych elementii (JE), relativni cetnost neutrofilnich
granulocyti, koncentrace glukozy, laktatu a hodnoty KEB v pleuralnich vypotcich se v tomto

obdobi u téchto dvou skupin pacientii s hrudnim empyémem téméi nelisi (p > 0,05) (Tab. 8).

Tab. 8: Popisna statistika pro sledované laboratorni parametry v pleurdlnich vypotcich v obdobi mezi
1. a 10. dnem od zavedeni hrudniho drénu s ohledem na finalni vyvoj hrudniho empyému, p-hodnoty

Mann-Whitney U-testu (p < 0,05).

Regrese zanétu do 25. dne od Bez regrese zanétu do 25. dne od
zavedeni hrudniho drénu zavedeni hrudniho drénu
n=:60 n=22 p-hodnota
Median Median
(1. — 3. kvartil) (1. = 3. kvartil)
JE 17621,34 27306,67 0,402
(. 1pl) (4906,67-50346,67) (938,67-115200,00)
Neutrofily 91,00 89,00 0,229
(87,00-96,00) (78,00-100,00)
Glukodza 0,15 0,10 0,057
(mmol.I'") (0,10-2,40) (0,05-0,70)
Laktat 11,97 14,32 0,241
(mmol.I'") (8,11-16,95) (9,65-19,30)
KEB -1722,40 -2498,20 0,063
(-3604,30 to -27,39) (-59566,80 to -511,40)
AST 1,71 2,63 <0,05
(ukat.I'h) (0,92-4,18) (1,37-5,50)
LDH 34,10 82,35 <0,05
(ukat.I'h) (21,94-102,00) (48,59-102,00)

Byla prok4zéna vyznamnost rozdilu v obdobi mezi 11. a 25. dnem od zavedeni
hrudniho drénu v poctu jadernych elementii, koncentraci glukézy a hodnot KEB mezi
skupinami pacienttl, u kterych doslo a u kterych nedoslo k regresi zanétu v tomto poslednim
sledovaném obdobi od zavedeni hrudniho drénu (p < 0,05). Statisticky vyznamné vyssi pocet
jadernych elementii pozorujeme u pacientl, u kterych nedochézi k regresi zanétu v dutiné
hrudni nez u pacientti, u kterych k regresi v tomto obdobi dochazi. Statisticky vyznamné nizsi
koncentraci glukozy a nizs$i hodnoty KEB pozorujeme u pacienti, u kterych v tomto obdobi
nedochdzi k regresi zanétu neZ u pacientll, u kterych k regresi zanétu dochéazi. Koncentrace

laktatu, relativni Cetnost neutrofilnich granulocyti a katalytické aktivity AST, LDH se v
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pleuralnich vypotcich v tomto obdobi u téchto dvou skupin pacientll s hrudnim empyémem

téméf nelisi (p > 0,05) (Tab. 9).

Tab. 9: Popisna statistika pro sledované laboratorni parametry v pleuradlnich vypotcich
monitorovanych v obdobi mezi 11. a 25. dnem od zavedeni hrudniho drénu s ohledem na vysledny

vyvoj hrudniho empyému, p-hodnoty Mann-Whitney U-testu (p < 0,05).

Regrese zanétu v tomto Bez regrese zanétu v tomto
obdobi obdobi
n=29 n=9 p-hodnota
Median Median
(1. — 3. kvartil) (1. = 3. kvartil)
JE 23675,09 86852,61 <0,05
(- 1nd) (266,67-128000,00) (640,00-286720,00)
Neutrofily 86,00 91,00 0,436
(80,00-92,00) (82,00-100,00)
Glukéza 1,20 0,08 <0,05
(mmol.I'") (0,10-3,23) (0,04-0,50)
Laktat 10,30 14,63 0,100
(mmol.I'") (7,58-14,78) (12,32-17,30)
KEB -89,32 -4143,14 <0,05
(-2402,80 to -2,40) (-6912,25 to -273,80)
AST 1,52 2,40 0,309
(ukat.l™") (0,49-3,63) (1,62-2,90)
LDH 38,03 57,00 0,397
(ukat.l') (12,37-94,89) (34,45-72,70)

4.6. Sledovani vyvoje cytologicko-energetickych parametri pleuralnich vypotku v ¢ase

po zavedeni hrudniho drénu u pacientii s hrudnim empyémem

U pacientd, u kterych nedoslo k regresi zanétu v dutiné hrudni do 25. dne od zavedeni
hrudni drenédze, byla prostiednictvim Kruskal-Wallisova testu s post hoc vicendsobnym
porovnanim pomoci z-skore nalezena vyznamnost rozdilu mezi koncentracemi glukézy
v pleuralnich vypotcich odebranych v den zavedeni hrudniho drénu a nasledujicim obdobi
mezi 1. a 10. dnem odbéru (p < 0,05). V pleuralnich vypotcich téchto pacientli pozorujeme
vyznamné vys$si koncentrace glukézy v obdobi mezi 1. a 10. dnem od zavedeni hrudniho

drénu (medidn = 0,54 mmol.I'") neZz v den jeho zavedeni (median = 0,10 mmol.I"!). Ostatni
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sledované laboratorni parametry v pleurdlnich vypotcich se v danych obdobich odbéru témét

nelisi (p > 0,05). U pacientt, u kterych doslo k regresi zanétu v dutiné hrudni do 25. dne od

zavedeni hrudniho drénu, byla nalezena vyznamnost rozdilu mezi hodnotami koeficientu

energetické bilance a mezi koncentracemi katalytické aktivity AST v pleurdlnich vypotcich

odebranych v den zavedeni hrudniho drénu a obdobim mezi 11. a 25. dnem odbéru (p < 0,05).

V pleuralnich vypotcich téchto pacienti pozorujeme vyznamné vyssi hodnoty KEB v obdobi

mezi 11. a 25. dnem od zavedeni hrudniho drénu (median = -89,3) nez v den jeho zavedeni

(medidn = -2338,00). Dale v pleuralnich vypotcich téchto pacientli pozorujeme vyznamné

niz§i hodnoty koncentraci katalytické aktivity AST v obdobi mezi 11. a 25. dnem odbéru

(medidn = 1,52 pkat.I'") nez v den zavedeni hrudni drendze (medidn = 2,35 pkat.1'!) (Tab. 10).

Tab. 10: p-hodnoty Kruskal-Wallisova testu s post hoc vicenasobnym porovnanim pomoci z-

skore

Regrese zanétu do 25. dne od zavedeni hrudniho

Bez regrese zanétu do 25. dnem od zavedeni

drénu hrudniho drénu
0.-10. den 11.-25. den 0.-10. den 11.-25. den
JE

0. den 1,00 1,00 1,00 0,33
1.-10. den X 1,00 X 1,00
Neutrofily

0. den 0,67 1,00 1,00 1,00
1.-10. den X 0,63 X 1,00
Glukoéza

0. den 1,00 0,06 <0,05 0,59
1.-10. den X 0,29 X 1,00

Laktat

0. den 0,44 0,10 0,18 0,34
1-10. den X 0,95 X 0,18

KEB

0. den 0,49 <0,05 0,07 0,62
1.-10. den X 0,31 X 1,00

AST

0. den 0,08 <0,05 0,92 1,00
1.-10. den X 0,70 X 1,00

LDH

0. den 1,00 0,32 0,54 1,00
1.-10. den X 1,00 X 1,00
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5. Diskuze

Cilem disertacni prace bylo ovétit ndmi navrhovany cytologicko-energeticky zptisob
vysetrovani pleuralnich vypotkl a poukazat na vysoky ptinos tohoto zplisobu vysetiovani pro
monitoraci purulentniho zanétu v dutin€ hrudni pii 1é€b€ hrudnich empyému. Autorsky tym se
zaméfil na pleurdlni vypotky s pfevahou neutrofilnich granulocyti coby nositeld tohoto typu
zanétu. Jednalo se o pacienty s transudaty, s nekomplikovanymi parapneumonickymi vypotky
zpusobenymi bakterialni pneumonii a s komplikovanymi purulentnimi vypotky ve formé
hrudnich empyémt, kteii byli pfijati na Oddéleni hrudni chirurgie Masarykovy nemocnice
v Usti nad Labem.

V kazdém vzorku pleurdlniho vypotku téchto pacientti byly v Biomedicinském centru
a na Oddéleni klinické biochemie Masarykovy nemocnice v Usti nad Labem stanoveny
cytologicko-energetické parametry. Bylo prok4zéano, ze kumulace neutrofilnich granulocytd v
nezanétlivych transudatech nepfedstavuje bezprostfedni pfitomnost purulentniho zanétu
v dutiné hrudni. V této skupin¢ pacientl je patrna absence jakéhokoliv vyrazného zanétlivého
procesu s vysokymi hodnotami KEB. Tuto skutec¢nost také podporuje absence zndmek
destrukce tkané v ptislusné lokalité. Vyznamny pfisun jadernych elementi s ptevahou
neutrofilnich granulocyti v nekomplikovanych parapneumonickych vypotcich pacientd s
bakteridlni pneumonii a v komplikovanych purulentnich vypotcich pacientti s hrudnimi
empyémy je podstatou purulentniho zénétu, vzhledem k extrémné nizkym hodnotam KEB a
pfitomnosti vyznamnych znamek destrukce tkané v pfislusné lokalit¢ [1]. Pacienti
s nekomplikovanym parapneumonickym vypotkem dobife reaguji na podavéani vhodnych
antibiotik a neni potfeba hrudni drenaz [31]. Pii absenci vcasné a vhodné lécby
nekomplikovaného purulentniho vypotku dojde ke kumulaci imunokompetentnich bunék,
depozici fibrinovych srazenin a membran a zahuStovani vypotku a ptechodu do jeho
komplikované formy [6, 7]. U pacientl s hrudnimi empyémy byla cytologicko-energetickym
principem vySetfovani pleurdlnich vypotkil prokazana vyznamné vyssi intenzita purulentniho
zanétu v dutiné hrudni nez u pacientli s nekomplikovanym parapneumonickym vypotkem.
Tuto skutecnost podporuje vyznamné vyssi rozsah destrukce tkané poskozujici slozkou tohoto

zanétu v prislusné lokalité.
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Porovnani cytologicko-energetického vySetrovani pleuralnich vypotki s jeho tradié¢nim

vySetfovanim dle Lightovych pravidel

Lightova studie zroku 1985 definuje absenci komplikované formy
parapneumonického vypotku pii hodnotiach koncentrace katalytické aktivity LDH niz§i nez
1000 TU.I'"" (16,67pkat.I!), koncentraci glukozy vyssi nez 40 g1 (2,2 mmol.I'") a pH vyssi
nez 7,2 [31]. Tento zplsob vySetfovani neposkytuje informaci o imunobiologické podstaté
procest odehravajici se v dutiné hrudni. Autorsky kolektiv spatfuje potencial v cytologicko-
energetickém vysetfovani pleurdlni vypotk.

V této casti prace bylo provedeno porovnani vysetfovani pleurdlnich vypotkt dle
Lightovych pravidel a cytologicko-energetickym principem. Vzhledem k podstaté
purulentniho zanétu spocivajiciho v akumulaci jadernych elementii s prevahou neutrofilnich
granulocytd a naslednym oxidacnim vzplanutim, disponuji tyto parametry pro rozliSeni mezi
nezanétlivymi transudaty a purulentnimi vypotky pacientii s bakterialni pneumonii a s
hrudnimi empyémy znacnou diagnostickou efektivitou [1, 8, 24, 29, 29]. Naopak, pro
pneumonii a hrudni empyém je typicky stejny purulentni charakter zanétu s identickou
bunécnou skladbou vypotku [8, 24, 32]. Jelikoz je u téchto pacientli rozdil ve vyssi intenzité
zanétlivé odpovédi v piipadé empyému, vysvétlujeme si tak podstatné nizs$i diagnostickou
efektivitu Cetnosti neutrofilnich granulocytli v porovnani s pocty jadernych elementd pii
odliSeni parapneumonického vypotku a hrudniho empyému.

Oxidac¢ni vzplanuti neutrofili ma za nasledek vysokou spotiebu kysliku, coz vede
k intenzivnimu rozvoji anaerobniho metabolismu v rezervoaru vypotku. Vysledkem je snaha
o saturaci energetického deficitu zvySenym metabolickym obratem a v disledku vétsi
spotieba glukozy a vyrazna nadprodukce laktatu v purulentnich vypotcich [33, 34].

Interpretani potencial koncentraci glukézy a laktitu ve vypotcich je limitovan.
Koncentrace glukozy ve vypotku je ovlivnéna systémovou glykémii. Vyslednd koncentrace
laktatu ve vypotku podléha dvéma faktorim — mnoZstvi energetického substratu vstupujiciho
do metabolickych procest, tedy systémové glykémii a rozsahu anaerobniho metabolismu
v rezervoaru vypotku [16, 17, 21, 22, 34]. Eliminaci téchto vlivli fesi pfepocet na teoretickou
produkci ATP. Ten poskytuje koeficient energetick¢é bilance (KEB). Pii rozliSeni
nezénétlivych a purulentnich vypotki dosahuje nejvyssi diagnostické efektivity ze vSech
hodnocenych parametri (AUC = 0,999). Pro rozliSeni parapneumonickych vypotkl a
empyému se spolu s dal§imi parametry diagnosticka efektivita hodnot KEB snizuje. Zaroven

ale pokles hodnot KEB odpovidajici zvySeni intenzity lokalniho zanétu zvySuje opét
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pravdépodobnost hrudniho empyému. Hodnoty KEB navic umoziiuji bez ohledu na
momentalni glykemické vykyvy spolehlivé spojité monitorovani vlivu lécby na vyvoj

intenzity lokalni zanétlivé odpovédi v pleurdlni dutiné [16, 17, 21, 22].

Zhodnoceni vyznamu cytologicko-energetického vySetfovani pleuralnich vypotkia pro

monitoraci dutiny hrudni u pacientii po hrudni operaci

Postoperacni pneumonie je nejcastéjsi pricinou poopera¢niho umrti. Pfi¢inou mize byt
hypoventilace v diisledku bolesti a s tim souvisejici nedostatecné expektorace. Jeji umrtnost
se pohybuje mezi 19 % az 40 % a navzdory pokroku hrudni mediciny, stale pietrvava jako
relativné Castd pooperacni komplikace. S vyjimkou operace bficha je riziko pneumonie po
hrudni operaci 38krat vys$si nez u jinych typa operaci [35, 36].

Piistup k vyhodnoceni a diagnostice pneumonie zéavisi na klinickém stavu,
laboratornich parametrech a radiologickém hodnoceni. Pokud nedojde k vcasné a vhodné
16cbé hrozi opét rozvoj hrudniho empyému, systémova sepse a respiracni selhani [36].
Pacienty po hrudni operaci jsme rozdélili dle trovné rozsahu anaerobniho metabolismu
v jejich dutin€ hrudni, tedy dle urovni KEB v pleuralnich vypotcich [22, 24]. Otestovali jsme
vliv rozsahu anaerobniho metabolismu na rozsah destrukce tkané v ptislusné lokalité, tj. na
koncentraci katalytické aktivity AST a LDH [22, 24].

Pleurdlni vypotky pacientdl po hrudné-chirurgickych vykonech s normalnimi
energetickymi poméry (KEB > 28) povaZzuje autorsky kolektiv za transudaty s absenci nebo
se zvySenym rozpadem tkané v ptisluSné lokalit¢ intervenci. Pleurdlni vypotky pacientli se
zvySenymi energetickymi poméry na urovni mirnéjSich seréznich zanétlivych zmén (KEB =
28 — 20) v dutiné hrudni povazuje autorsky kolektiv za zanétlivé vypotky v dusledku
reparacnich zmén po chirurgické intervenci. Pfitomnost zanétu je charakterizovana vysSSim
rozsahem destrukce tkané v dutiné hrudni nez v pfedeslé skupiné pacientl. Pleuralni vypotky
u pacientl na urovni vyrazn&jSich serdznich zéanétlivych zmén aZz na Grovni mirnych
purulentnich zanétlivych zmén (KEB = 20 — 10) v pleuralni dutiné povaZuje autorsky kolektiv
za zanétlivé vypotky. Vzhledem k vySsi intenzit€ zanétu na hranici purulentniho je patrny
vysSi rozsah destrukce tkané€ v pfislusné lokalité nez v predeslé skupiné. Pleuralni vypotky
pacienti po hrudni operaci s vysokym rozsahem anaerobniho metabolismu nasvédcujici
pfitomnosti purulentniho zénétlivého procesu (KEB = < 10) v dutiné¢ hrudni povazuje
autorsky kolektiv za purulentni vypotky. Vyznamné vyssi kumulace neutrofilnich granulocytt

v tomto piipad¢ predstavuje imunitni reakci na pomnozeni extracelularni bakterie v pfislusné
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lokalit¢ [1]. Purulentni zanét je vysoce poskozujici, proto je v dutiné hrudni téchto pacientl

pozorovana vyznamné vyssi rozsah destrukce tkané nez v predeslé skupiné pacientt [33, 37].

Zhodnoceni vlivu soucasné probihajici imunitni reakce na nadorovy proces v dutiné

hrudni na laboratorni obraz hrudniho empyému

Pleuralni vypotek vznikly nepiimym plsobenim néadoru, ve kterém cytologicky ani
histologicky neni ani pfi opakovaném vySetfeni prokdzdna maligni tkan, se oznacuje za
paramaligni vypotek [9]. Nejcastéjsi pti¢inou jeho vzniku v souboru pacientl této prace je
bronchogenni karcinom. Ten prostiednictvi své nekrotické slozky umoznuje vstup infekce
vedouci k pneumonii. Jeji progresi pak k hrudnimu empyému [9][38]-[41].

V cytologickych obrazech pleurdlnich vypotkli pacienti s paramalignim i
parapneumonickym hrudnim empyémem je dominantnim purulentnim zanétem zcela potlacen
podil dalSich imunokompetentnich bunék. I ptes vyznamné odlisny pocet jadernych element
v obou skupindch pleurdlnich vypotki je nalezena identicky zvySend kumulace neutrofilnich
granulocyti a identicky vysokd intenzita purulentniho zadnétu. Nizsi pocet jadernych elementd
v pleuralnich vypotcich pacientli s paramalignim empyémem evokuje Uvahu o mozné
kumulaci imunokompetentnich bun¢k v misté narodového postizeni a tim ke snizeni jejich
celkového poctu v pleurdlnim vypotku. Purulentni zanétlivy proces v dutiné hrudni
piedstavuje pii boji proti extracelularnim bakteriim dominujici sou¢ast imunitni odpovédi [1].
Vysledky poukazuji na to, ze takto vysoka intenzita purulentniho zanétu mize skryt projevy

dalSich imunitnich mechanismi probihajicich na jeho pozadi.

Zhodnoceni vyznamu monitorace laboratornich parametri pleuralnich vypotka v case

pri 1é¢bé hrudnich empyémi

Z ptedchozich kapitol autorsky kolektiv uvazuje o znacném piinosu cytologicko-
energetického vySetfovani pleuralnich vypotku pro monitoraci dynamiky zanétu v dutiné
hrudni za cilem sledovat GspéSnost 1écby a eliminovat néasledné komplikace zvysujici riziko
umrti pacienta. U vSech pacientl z této studie, ktefi méli klinicky prokdzany hrudni empyém,
byla provedena okamzitd hrudni drenaz. Ta slouzi k evakuaci hnisu, k pravidelnému
proplachovédni dezinfekénim roztokem a k ptipadné intrapleurdlni aplikaci fibrinolytik a
antibiotik [6, 7]. Cilem hrudni drenaZe je potlaceni infekce, evakuace hnisu a likvidace

empyémove kapsy. LéEba musi byt intenzivni a musi byt zahajena co nejdiive [5, 8, 42].
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Soubor pacientll sledovanych pro hrudni empyém byl rozdélen na dvé skupiny dle
toho, zda u nich doslo k regresi zanétu v dutiné hrudni do 25. dne od zavedeni drénu, tj. na
pacienty, u kterych doslo k vyznamnému zvyseni KEB v tomto obdobi a na pacienty, u
kterych k vyznamnému zvySeni v tomto obdobi nedoslo.

V den zavedeni hrudniho drénu je lokalni intenzita purulentniho zénétu témeét
identicka bez ohledu na to, zda pacient do 25. dne od zavedeni drénu dosahne regrese zanétu
v dutiné hrudni ¢i ne.

Ptestoze v obdobi mezi 1. a 10. dnem od zahajeni 1é€by hrudniho empyému pozoruje
autorsky tym stdle stejnou intenzitu purulentniho zanétu v obou skupinach pacientl, tak u
pacienti bez pozdgjsi regrese zanctu v dutin€ hrudni pozoruje vyznamné vysSi uroven
poskozujici slozky lokélniho zanétu. To si vysvétluji o néco vétsim prohloubenim destruujici
25. dnem od zavedeni hrudni drendze tento fakt podporuje vyznamné zvysSeny piiliv
jadernych elementt a ptetrvavajici absence regrese zanétu v dutiné hrudni.

Diivodem ptitomnosti témeét stale identického purulentniho zanétu v dutin€ hrudni u
pacientli s hrudnim empyémem ve vSech obdobich od zavedeni drénu si autorsky kolektiv
vysvétluje naptiklad Spatnou odezvou 1é¢by hrudnich empyému v dasledku ukladani
fibrinovych naletli na pleufe ¢i fibrinového ztlusténi pleury, kdy muize byt znesnadnéno
fibrinolytické 1é€bé proniknout na cilové misto plisobeni a purulentni zanét se stale miize
udrzovat [5, 43]-[45]. MlzZe také dochazet k tvorbé novych kapes hrudniho empyému pfi
neschopnosti zcela rozpustit fibrinova depozita a drén se pak piesouva tam, kde se nova kapsa
vytvofila. Tim se purulentni obraz pleurdlniho vypotku stane témét identickym jako na
zacatku zavedeni hrudni drenédze. Intrapleuralnim poddvanim fibrinolytik mize také dochéazet
k fibrinolyze dalSich kapes hrudniho empyému, jehoz obsah se pak mize vylit do drénované
oblasti a obraz purulentniho zanétu se stane téméf identickym jako v den zavedeni hrudniho
drénu. Dals§i moznosti neschopnosti dosahnout regrese lokalniho zanétu mize byt sekundarni
bakterialni infekce pfi infektu rany kolem hrudniho drénu [43].

Vzhledem ke komplikované 1¢cbé hrudnich empyémi se tak jevi za velice vyznamné
sledovat pravé dynamiku purulentniho zanétu. Tato monitorace by mohla umoznit lépe

pochopit procesy odehravajici se v dutin€ hrudni, sledovat a korigovat Ié¢ebné postupy.
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6. Zavér

Vyzkumna prace méla za cil zavést cytologicko-energetické vySetiovani pleuralnich
vypotki a zhodnotit jeho pfinos pro monitoraci purulentniho zanétu pii 1é¢bé hrudniho
empyému. Hrudni empyém je definovan jako akumulace purulentniho vypotku v duting
hrudni a jeho mortalita se pohybuje kolem 20 — 40 %. Nejcastéji byva dasledkem pozdé
zahajené nebo nevhodné zvolené 1€Cby bakterialni pneumonie. Ta mize vzniknout disledkem
vstupu infekce na alveolarni urovni pii respiratnim infektu, po hrudni operaci nebo
v dtsledku nadorového procesu narusujici pfislusnou tkan. Vysledky této prace lze shrnout do

nasledujicich bodu:

1) Cytologicko-energetické vySetfovani pleurdlnich vypotkd je srovnatelné s vySetfovanim
pleurdlnich vypotki dle Lightovych pravidel. Na§ zplsob vySetfovani navic poskytuje
informaci o imunobiologickych procesech odehravajicich se v dutiné hrudni a umoznuje
tak popsat charakter a intenzitu zanétu.

2) Cytologicko-energetické vySetfovani pleuralnich vypotki umoziuje detekovat purulentni
zanét v dutiné hrudni a wurcit jeho intenzitu, patrnd je souvislost mezi intenzitou
purulentniho zanétu a pravdépodobnosti rozvoje hrudniho empyému.

3) Vzhledem k vyznamné kumulaci neutrofilnich granulocyti v pleurdlnich vypotcich
pacienti po hrudni operaci, u kterych je zvySené riziko pleurdlni infekce, muze
cytologicko-energetickd analyza pleurdlnich vypotkii slouZzit jako uZiteCny ndstroj
sledovani odehravajicich se zanétlivych procest, které umozni zahajit véasnou 1écbu a
sniZit tak pravdépodobnost naslednych komplikaci.

4) V piipadé probihajictho naddorového procesu na pozadi purulentniho zanétu, je imunitni
reakce na probihajici nddorovy proces zcela skryta a nelze o ném dle laboratorni analyzy
uvazovat. Piesto je dllezité moznost soucasného nddorového procesu miti na pameéti.

5) Cytologicko-energeticka analyza pleurdlnich vypotkli ma vysoky potencial v monitoraci
uspé&Snosti 1écby purulentniho zanétu, veetné hrudniho empyému, umozni korigovat
terapeutické postupy a snizit tak riziko naslednych komplikaci, v€etné systémové sepse a

smrti pacienta.

Vysledky analyz byly pribézné publikovany v odbornych casopisech s impakt
faktorem a prezentovany na odbornych akcich. Prace byly finan¢né zajistény grantovym
projektem Univerzity Karlovy, Lékaiské fakulty v Hradci Kralové ,,PROGRES Q40/10% a
internim grantem Krajské zdravotni, a.s. v Usti nad Labem ‘IGA-KZ-2021-1-1".
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