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UVOD

V soucasné¢ dobé je diagnostika pomoci specifickych biomarkerti jednim ze
zakladnich ukazateli ptfitomnosti infekce v organismu. Jedna z hlavnich laboratornich
metod pro potvrzeni sepse - pritomnosti bakterii v organismu, je hemokultivace. Ta je
v8ak pozitivni pouze u ¢asti pacienti (30-40%) a proto vyuzivdme k diagndze sepse
dalsi parametry, které jsou schopny infekéni pfi¢inu zanétu v organismu potvrdit. Tato
vySetfeni maji nespornou vyhodu v tom, Ze na rozdil od hemokultivace je ¢as potiebny
pro analyzu vyznamné krat$i a umoZnuje v€asn€j$i nasazeni antibiotické terapie nebo

naopak jeji ukonceni.

Mezi zékladni parametry, které jsou vyuzivany pro diagnostiku septickych stavi,
patii prokalcitonin a C-reaktivni protein. Ve své bakalarské praci se budu vénovat
problematice sepse a vyznamu stanoveni koncentrace prokalcitoninu u pacientii se

sepsi.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Charakteristika sepse

1.1.1. Charakteristika a uloha zanétu

Zanét je definovan jako soubor vSech fyziologickych reakci, ke kterym dochazi
pfi poruSeni integrity organismu. Pfi¢in vzniku zdnétu je mnoho. V zdsad¢ je miZzeme
rozdélit na pfiCiny infekéni a neinfekéni. Z neinfekénich pficin to jsou napt. operace,
poranéni fyzikalniho i chemického charakteru, zanét slinivky btiSni, divodem miiZze byt

1 ischémie tkang. Infek¢ni pfiiny zahrnuji bakterialni, virova a mykoticka agens.

V procesu zanétu se uplatituje celd fada mechanismt, které maji hlavni tkol —
zabranit dalsi progresi zanétu a zachovat homeostazu. Béhem procesu zanétu dochazi
k degranulaci tkanovych zirnych bunék, uvolnéni mediatorti z poskozenych bunck a
mezibunééné hmoty. Tyto mediatory pusobi lokaln€¢ zvySenou propustnost cév,
ovliviiuji a piisobi na nervova zakonceni v misté zanétu (pocit bolesti), regulaci teploty

a v neposledni fadé aktivuji koagulaéni a komplementovy systém. [

1.1.2. SIRS a sepse

Pojmem sepse je definovan klinicky syndrom, ktery vznikd na podkladé
systétmové zanctlivé reakce organismu na infekéni podnét. Pfitomnost infekce
v krevnim fecisti vyvolava celkovou reakci organismu. Dochéazi ke zvySené produkci

hormonti, komplementu, cytokinil, vazoaktivnich a koagula¢nich faktora. 21

Pojmem SIRS (syndrom systémové zanétlivé odpovédi) se rozumi zanétliva
reakce na infekéni (sepse) 1 neinfekéni inzulty — napf. ischemie, tepelné a fyzikalni
poskozeni tkani. Diagnostika SIRS je zaloZena na pfitomnosti alesponi dvou nebo vice

kritérii (Tabulka ¢. 1).
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teplota > 38°C nebo < 36°C

dechova frekvence > 20/ minutu nebo pCO; < 4,25 kPa

tepova frekvence > 90 tepid za minutu

pocet leukocyti > 12 000/ mm’ nebo < 4 000/ mm’

piipadné ptitomnost > 10% nezralych forem (tyci)

Tabulka & 1 Klinické ptiznaky sepse (pfevzato a upraveno) ™

Jedna se o celkové naruSeni vnitiniho prostiedi, které nese riziko sebeposkozeni

o R T v 1: [4
z divodu rozvoje zanétlivé odpovédi. *°!

Pacient se sepsi musi spliiovat nejméné dva ptiznaky SIRS, ale soucasné¢ musi

byt prokadzana infek¢éni pfi¢ina. TéZka sepse je charakteristickd hypoperfuzi a

VvV

1.1.3. Etiologie sepse

Pti¢inou vzniku sepse jsou infekéni mikroorganismy. Z hlediska piivodu sepsi

vyvolavaji bakterialni, virova nebo mykoticka infekéni agens.

Mezi hlavni plvodce patti: Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter, Proteus, Klebsiella, Candida albicans.

V ptipadé¢ Gram-negativnich infekci je substanci zodpovédnou za rozvoj
zanétlivé reakce latka oznaCovana jako endotoxin. Pfitomnost endotoxinu neni vdzéana
pouze na pritomnost Gram-negativni infekce. Miizeme jej detekovat také u pacientl
s Gram-pozitivni infekci, kde dochazi kjeho prostupu ve stfevé procesem tzv.
bakteridlni translokace. Ptitomnost infekce vede ktvorbé cytokinli a stimulaci
TNF-a (tumor-nekrotizujici faktor o) a interleukin-1p (IL-1B), které zajiStuji
nastartovani zanétlivé kaskady. DalSimi dasledky je aktivace komplementu, aktivace

leukocytt a v neposledni fad& aktivace fibrinolyzy a koagulace. >

12



1.1.4. Diagnostika sepse

Pro diagnozu sepse je nejdilezit€jsi pfimy prikaz infekéniho agens. Takovy
prukaz se provadi mikrobiologickym vySetfenim, které spociva v kultivaci télnich
tekutin nebo vySetfenim provedenych vytérii nebo stért. Metoda, ktera slouzi k priikkazu
infekéniho agens v krvi, se nazyva hemokultivace. Hemokultivace se provadi ke zjisténi
aerobnich 1 anaerobnich bakterii. Pozitivni hemokultivaci prokdzeme pouze u Casti
pacientl se sepsi. Jeji pfitomnost je ale naprosto spolehlivym prikazem sepse u daného
pacienta. Krom¢& mikrobiologické diagnostiky se pii diagnostice sepse vyuZzivaji tzv.
biomarkery, ke kterym fadime C-reaktivni protein (CRP), prokalcitonin (PCT),
interleukin 6 (IL-6) nebo interleukin 8 (IL-8). &

V tfad¢ studii bylo prokdzano, ze PCT umi rozliSit mezi SIRS infekéniho a
neinfekéniho ptivodu, coz jej predurcuje pro pouziti v diagnostice u kriticky nemocnych

na jednotkach intenzivni péée. "

1.1.5. Terapie pri sepsi

Jako zékladni je lokalizace zdroje infekce, zjisténi infekéniho agens a jeho
citlivosti na antibiotika a pfislusna antibioticka terapie. DalSi terapie spoc¢iva v ovlivnéni

organové dysfunkce, ke které v sepsi dochazi. ™

1.2. Uloha prokalcitoninu p¥i diagnostice sepse

vvvvvv

diagnostika. Bylo prokdzano, Ze prodleni v diagnostice sepse ma nepiiznivy vliv na

vyslednou mortalitu t&chto pacientd.

Hledame proto parametry, které¢ budou schopny rychle prokazat sepsi u kriticky
nemocnych pacientti. Mezi né patii PCT, CRP, IL-6 a fada dalSich. Problém tkvi v tom,
ze vétSina z nich je nespecificky zvySend i1 u pacientii s neinfekénim onemocnénim.
Jednim z nejvice spolehlivych parametrt je PCT, ktery byl opakované vyhodnocen jako
nejcitlivéj$i a nejvice specificky parametr pii rozliSeni infekéniho a neinfekéniho

pavodu SIRS. %11
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1.2.1. Soucasny stav vyuziti PCT v diagnostice sepse

1. Pii diagnostice sepse vykazuje PCT dobrou specificitu a sensitivitu pro
zjiSténi infekeni etiologie SIRS.

2. Koncentrace PCT v plazmé koreluje se stupném zavaznosti sepse a

r R r 12
systémové zanétové reakce. !'*!

3. Dynamika koncentrace PCT v case je dobrym voditkem k posouzeni

i¢innosti antibiotické terapie. ['!

Koncentrace PCT za fyziologickych podminek je niz§i nez 0,5 ng/ml. U
pacientll se sepsi dochéazi k jeho zvySeni, které¢ se 1iSi v zavislosti na zavaznosti stavu
(Obrazek ¢. 1) a riznych klinickych situacich (Tabulka &. 2). Je dilezité si ale
uvédomit, Ze jeho spolehlivost neni absolutni a zvySena koncentrace PCT je u nékterych

diagnoz nespecificka. ¥

Procalcitonin (PCT) values rise
in relation to sepsis severity.

10 ng/mL
2ng/mlL

0.5 ng/mL

0.05 ng/mL

PCT [ng/ml]

Obrazek €. 1 Koncentrace PCT v séru vzhledem k diagnostice sepse [prevzato a
upraveno z http://www.thermofisher.com/global/en/aboutsepsis/sepsis-

procalcitonin.asp#. UlzyIXBOWTc |
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PCT v ng/ml Hodnoceni Diagnoéza

0-0,5 norma zdravi pacienti, neni vyloucena lokalizovana

nebo jind nez bakteridlni infekce

0,5-2 mirné zvyseni lokalizovany zanét, virozy (hepatitida A, B),

pooperacni hodnoty, rendlni insuficience

2-10 vysoké koncentrace | systémova bakteridlni infekce
10 — X (az 1000) | velmi vysoka tézka sepse, multiorgdnové selhani
koncentrace

Tabulka & 2 Koncentrace PCT v séru s piislusnymi moznymi diagnézami * '

1.2.2. Kinetika a stabilita PCT v plazmé

Koncentrace PCT se zvySuje jiz po 3 az 6 hodinach od zacatku infekce.
Vrcholu dosahuje po 12 az 24 hodinach. ' Jde o rychlejsi narist ve srovnani s CRP,
ktery svych maximélnich koncentraci v plazmé dosahuje po 48 hodinach. ! PCT je

velmi stabilni molekulou. Pfi teploté 15 - 25°C vydrzi stabilni vzorek 4 hodiny. ©** ]

Polocas rozpadu PCT v séru se v literatuie mirng 1i§i. Nejedna se vSak o zdsadni

rozdily v hodnotach: 20 — 24 hodin '), 24 hodin ©* '®!, 24 — 35 hodin ©*!, 25 — 30 hodin".

1.2.3. Neinfek¢ni pri¢iny zvySené koncentrace PCT

PCT je v soucasné dob¢ hodnocen jako nejvice specificky marker v diagnostice
tézkych bakteridlnich infekci, ale mohou nastat situace, kdy je koncentrace PCT
zvySena, piestoZe neni pritomna 74dnd infekce. Jednd se napf. o polytraumata,
pankreatitidu, tézké poskozeni jater, tirazy teplem nebo abdomindlni trauma. ZvySena
koncentrace PCT se rovnéz vyskytuje 1 u pacientii po transplantaci jater v zavislosti na
druhu pouzité imunosupresivni terapie. Pii diferenciadlni diagnostice je velmi dualezité

tyto ,,vyjimky* rozpoznat a odlisit od PCT zvyseného pi sepsi. ¥
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1.3. Charakteristika prokalcitoninu

Molekula PCT je polypeptid, ktery se primarné tvoii jako prekurzor hormonu
kalcitoninu v C-buiik4ch §titné zlazy. Tyto bunky se také oznacuji jako parafolikularni a
jsou ponckud vétSi nez okolni folikularni buiiky. Jejich cytoplazma je bohatd na
granularni endoplazmatickd retikula, mitochondrie a Golgiho komplexy. Hlavnim
ukolem téchto bun¢k je tvorba polypeptidd. Mezi né patii prokalcitonin. Za
fyziologickych podminek je tvorba PCT a s nim souvisejici tvorba kalcitoninu, ktery se

sklada z 32 aminokyselin, regulovana hladinou K’ jontd vkrvi. ™ ' Za ur¢itych
okolnosti ho mohou produkovat 1 jiné buiiky v organismu - makrofagy a monocytarni

buriky. ¥

1.3.1. Historie

Prvni prace o prokalcitoninu je z roku 1962, kdy se poprvé potvrdilo, ze by mohl
existovat treti hormon Stitné zlazy, ktery ovliviiuje metabolismus kalcia. Diikaz
vyplynul z experimentu, kdy bylo do §titné zldzy pokusnych zvifat vpraveno vétsi
mnozstvi hyperkalemického roztoku, na ktery organismus reagoval poklesem
koncentrace draselnych iont. Vysledek tohoto testu nebylo moZné piimo objasnit
pouze snizenou produkci syntézy parathormonu, ktery byl jiz v této dobé znam. Dalsi
pralom nastal vroce 1975, kdy byl objeven preprokalcitonin, coz je prekurzor jiz v té
dobé znamého hormonu §titné zlazy kalcitoninu. Molekula prokalcitoninu byla poprvé

popsana v roce 1981.

Diagnosticky se PCT uplatnil poprvé v experimentu, ktery prokdzal jeho
zvysSenou koncentraci u medularniho karcinomu $titné zldzy u zvifat. Tento poznatek
byl pozdéji potvrzen 1 u lidskych pacientl, ktefi méli toto onemocnéni. Pozdéji se
prokazalo, ze zvySené koncentrace PCT se objevuji v séru i1 u dalSich onemocnéni jako
napf. u malobunééného karcinomu plic a u syndromu akutni respiracni tisn¢ (ARDS).
Zvysend koncentrace v séru je dusledkem nefyziologické tvorby PCT v postizenych
bunikach. Studie, které se po tomto objevu snazily prokdzat souvislost mezi
kalcitoninem a plazmatickym PCT, dopadly netspé€$né a piimad vazba mezi témito

analyty nebyla prokazana. *'*]
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V roce 1993 byly zjiStény velmi vysoké koncentrace plazmatického PCT u
pacientl se sepsi. Bylo prokazano, ze pti¢inou je pfitomnost bakteridlniho endotoxinu —
hlavni stavebni soucasti Gram-negativnich baktérii. Po tomto objevu se PCT zacal
vyuzivat v diagnostice sepse. Predpokladalo se, ze byl objeven marker, ktery odlisi
infek¢éni a neinfekéni piivod u zénétlivych stavii pacientl na jednotkéch intenzivni péce.
Postupné se vSak ukazalo, Ze PCT neni zdaleka tak specificky marker, jak se
piredpokladalo a jeho koncentrace vséru se zvySuje 1 v disledku fady dalSich
neinfekénich piigin. ! V roce 2000 byl prokazan pivod PCT pitomného v séru pii
infekci. Prokalcitonin je produkovan v pritbéhu akutni faze zanétlivé odpovédi fadou
bunék, ale fyziologicky syntetizované hormony se vétSinou tvoii v preformované

endokrinni zlaze. Konkrétni misto produkce PCT bylo lokalizovano v hepatocytech. !

1.3.2. Struktura

PCT je zbiochemického hlediska protein, ktery je tvofen polypeptidovym
fetézcem o délce 116 aminokyselin (Obrazek €. 2). Jeho relativni molekulova hmotnost
¢ini 13 kDa. V nékterych piipadech se vSak molekula cirkulujiciho (septick¢ho) PCT
muze skladat pouze ze 114 aminokyselin, na jeho N-konci chybi aminokyseliny alanin a
prolin (Obrazek €. 3). Za fyziologickych a zfejmé 1 béhem infekce se molekula PCT
vytvafi z primarniho prekurzoru, kterym je molekula preprokalcitoninu ve formé
peptidického fetézce o 141 aminokyselindch. AZ nésledné se tzv. signdlni sekvence,
které se nachazi na N-konci, diky svym hydrofobnim vlastnostem, navaze do
endoplazmatického retikula C-bunék Stitné Zlazy a vznikd PCT. Ten se dale v bunce
(pouze v C-buiikach) §té€pi pomoci ptislusnych endopeptidaz na hormon kalcitonin, N-

terminalni usek a na C-terminalni usek, kterému se fika katakalcin. [6.8. 9, 16]
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k3

Obriazek ¢&. 2 Struktura prokalcitoninu '

Nasledné¢ vznikly kalcitonin se meéni na tercidlni strukturu, vytvofenim

disulfidického mtstku mezi aminokyselinami cysteinu a ukonceni této biochemické

syntézy obstara hydroxylace aminokyseliny prolinu na C-konci. Tato tprava je dilezita

pro navazani kalcitoninu na cilovy receptor (tyto sekvence tedy nejsou jesté soucasti

ne§tépené molekuly PCT). Poté se PCT uvoliiuje do krevniho feéists. [* 5 1¢]

Preprocalcitonin

A
i |

26 141

: .
I Signal peptide I N-terminal region of PCT | Immature CT I CCP-1 I

Signal peptide

enzymatically

cleaved 116 amino acid procalcitonin
A

25 Mo 82 141

| P! 2
I Signal peptide I I N-terminal region of PCT ] Immature CT I CCP-1 I

N-terminal region
emzymatically
removed

26 82 85 n 141

N-terminal region of PCT | | tmmawrect | ccpa |

CCP-1
enzymatically
removed

85 17 i 141

I lmmatureCTI | ccer |

C-terminal glycine
removed by PAM

Abbreviations used:
PCT, procalcitonin; CT, calcitonin; CCP-1, calcitonin carboxypeptide-1;
PAM, peptidylglycine a-amidating monooxygenase.

Obrizek &. 3 Tvorba kalcitoninu z PCT !
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1.3.3. Geny odpovédné za tvorbu PCT

VétSina publikaci hovoii o tom, ze se jedna o tentyz gen, kterym je kdédovéana
primarni sekvence pro prekurzor kalcitoninu. Tento gen je uvoliiovan C-buiikami ve
Stitné Z1aze. Oznacujeme ho jako CALC-I a je lokalizovdn na chromozomu 11 na jeho
kratkém raménku (Obrazek €. 4). Nicméné gen odpovédny za syntézu zanétového PCT
nebyl zatim definitivné lokalizovan. Neni vylouceno, Ze mize byt uloZen na jiném
misté chromozomu 11. Exony ¢tyfi a pet koduji sekvenci nukleotidi pro kalcitonin a
kalcitoninu ptibuzny peptid I (CGRP-I), ktery je posléze odstranén a vysledny produkt

transkripce jiz obsahuje molekulu preprokalcitoninu.

Dals§imi geny, které by se mohly mit podilet na produkci zanétového PCT, jsou
geny umisténé v t€sné blizkosti genu CALC-I. Jednd se o geny, které by mohly mit
spolecny evolu¢ni vyvoj. Jsou oznatovany CALC-II, CALC-IIT a CALC-IV. Z téchto
gentt pouze CALC-II koduje plnohodnotnou sekvenci kalcitoninu, kterd vSak podléha
degradaci pfi intracelularnich upravach. Vznika tak protein s oznaCenim CGRP-II, ktery
sice ma podobnou sekvenci jako CALC-I, ale uplatiiuje se hlavné jako neurotransmiter
perifernich nervii a centrdlni nervové soustavy. Geny CALC-III a CALC-IV se na
produkci zanétového PCT nepodileji. CALC-III je pseudogenem a CALC-1V obsahuje

sekvenci, ktera koduje amylin.

Lidsky CALC-igen -~~~ o
exon 1 f [ v vV ;
nekédu]lel S ! kal:itonln canw nekndu]lc{
. o tranacdpl:un :
’ maturation,
4 splicing, polyadenylation
1_ # m v u vV vi' . L u m"v_' 'v':."_' .
kalmtonin-l mRNA kalcilonln It mRNA ; CGHP-I mHNA
Wk e e ﬁiﬁ‘”“‘”“”mwhrﬁﬂﬁlﬂ“ﬂﬁﬁ”w“b”iﬁﬁlﬂﬁ l‘“ﬁ“'&“
transfation * transiation _
KR = CKKR _ KR CRRAR
“82aa  3oaa 2tm 82aa 4%aa 2laa “B0aa  a7aa daa -
N-terminalni  C-terminalni N-termindini  C-terminaini. N-termiidtni. '
reglon peplid t reglion peptid i mglorl )

prekurzor { kalcitoninu  prekurzor Il kalcitoninu prekurzor CGRP!

Obriazek ¢&. 4 Exprese genu pro PCT ¥
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1.3.4. Produkce zanétového PCT

Jak jiz bylo zminéno vySe, PCT se za fyziologickych podminek tvoii v C-
buiikach $§titné zlazy, kde jsou pfemeénény témét vSechny molekuly PCT na kalcitonin,
ktery déle plni svou hormonalni tlohu. Mnozstvi enzymaticky neupraveného volné¢ho
PCT uvolnéného do krevniho fecisté je minimalni. Z toho vyplyva, ze fyziologické
hladiny PCT vséru u zdravych jedinci jsou velmi nizké az pod mezi detekce
analytickych metod. V plazmé se zatim nenalezly enzymy, které by byly schopné PCT
rozstépit, proto cirkulujici PCT, pokud se dostane do krve v nestépené podobé, muze
pretrvavat nezménén i dlouhé hodiny. ™ * Syntéza zanétového PCT je stimulovéna

zénétlivymi cytokiny - TNF a IL—-6. 2%

Pti sepsi dokazi PCT produkovat i jiné druhy tkdni nez jsou C-buiiky. Patii mezi
né napiiklad adherentni monocytarni buiiky nebo butiky jaterni. ™ V poslednich letech
se podafilo prokazat dal$i mista tvorby zanctového PCT. Proces tvorby je spjat
s neuroendokrinnimi buiikami a to prfedevSim v plicich a ve stfeve. V mensi mife byla

produkce zdnétového PCT prokazana u monocytt, makrofagt a bunék hypofyzy. !

1.3.5. Funkce zanétového PCT

Z dosavadnich studii je fyziologické funkce zan&tového PCT zatim nejasna. !

Teorie, které by objasnily tllohu PCT v organismu, se zaméiuji na né€kolik oblasti. Prvni
z nich popisuje zanétovy PCT s ohledem na metabolizmus vapniku a fosfatl, protoze
struktura zdnétového PCT je velmi podobna prekurzoru hormonu kalcitoninu (Tabulka
¢. 3). Dalsi pracuje s poznatkem, ze kalcitonin umi chemotakticky plisobit na monocyty
a tim zvySovat jejich aktivitu. Piipadné by zanétovy PCT mohl byt zapojeny do sité

cytokini nebo by mohl fungovat jako nesteroidni analgetikum. ['”!

zanétovy PCT PCT tvoreny

C-buiikami
Gen CALC-1? CALC-I
Zdroj hl. hepatocyty C-bunky
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dominantni LPS, TNFa, IL-6 | Hypokalcémie
regulace

Molekulova 13 000 13 000
hmotnost

délka fetézce 116 (114) AMK 116 AMK

polocas 25-30h neni uvoliovan
v cirkulaci do ob&hu
fyziologicky vliv na cytokiny? Prekurzor
vyznam hormonu

Tabulka & 3 Srovnani zanétového PCT a tvofeného v C-buiikach ititné zlazy ¥

1.4. C-reaktivni protein

Historie C-reaktivniho proteinu saha az do roku 1930, kdy byl u pacienti

s pneumokokovou pneumonii objeven ,,archetyp® proteinu akutni faze — CRP. CRP

patfi mezi proteiny akutni fdze a jeho hlavnim producentem jsou jatra (hepatocyty),

kter¢ ho uvoliuji do krevniho fecisté. CRP na sebe vaze Gram-pozitivni 1 Gram-

negativni bakterie a stimuluje adhezi a fagocytozu, ktera je fizena komplementovym

systémem. Je to marker pfitomnosti zanétlivé reakce. Jeho plazmaticka koncentrace nad

5 mg/l1 je patologickd. Dynamika produkce CRP ve srovnani s PCT (ptipadné IL-6) je

limitujicim faktorem, ktery ovliviiuje jeho diagnostickou vypovédni hodnotu.
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2.

CILE PRACE

1.) Srovnani korelace pozitivnich vysledki hemokultur, jakoZzto robustni

diagnostické metody u prikazu sepse, s pozitivitou PCT a CRP.

2) Prokazat miru spolehlivosti PCT u pacientti se sepsi (SIRS) ve vztahu
k pozitivité¢ hemokultury jakoZto definitivni metod¢ prikazu ptitomnosti

infekce u pacienta.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Soubor pacientu

Byly vySetfeny vzorky 35 pacientii anesteziologicko-resuscitatniho oddéleni,

cévniho a kardiochirurgického oddéleni Nemocnice Na Homolce. Demograficka

charakteristika pacientli se nachdzi v tabulce ¢. 4. U vSech pacienti byla ithned po

stanoveni klinické diagnozy sepse, tézké sepse resp. septického Soku odebrana krev

k hemokultivaci pro aerobni a anaerobni mikroby. Ze stejného vpichu byla odebrana

krev ke stanoveni koncentrace PCT a C-reaktivniho proteinu. Odbér krve pro vyse

uvedené dva proteiny byl opakovan po 24 hodinach.

Pohlavi Pocet (n) Vékové Priumérny vék Podil (%)
rozmezi
Muzi 26 49 — 84 63,27 74,29
Zeny 9 38 -85 68,77 25,71
Celkem 35 38 -85 64,69 100,00

Tabulka €. 4 Charakteristika pacientii

3.2. Material a pristrojové vybaveni

Potiebny material
Zkumavky
Eppendorfky

Stojan na zkumavky

Bunicina
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Pipety (od 0,5 do 5000 pl)
Spi¢ky (dle daného objemu pipety)

Pasteurova pipeta

Reagencie

Diagnosticky KIT B.R.A.H.M.S sensitive KRYPTOR (REF 285.050) pro stanoveni
koncentraci PCT v séru - je nutné uchovavat kit v lednici o teploté mezi 2 a 8°C

(Tabulka &. 5). !

XL665 — CONJUGATE lyofilizované monoklonalni protilatka anti-
(1x VIAL) katakalcin konjugovana s XL665,
puft, bovinni albumin, mysi

imunoglobuliny, fluorid draselny

CRYPTATE — lyofilizované ov¢i polyklonalni protilatka
KONJUGATE (1x VIAL) antikalcitonin konjugovana

s kryptatem europia, pufr, bovinni
albumin, neimunizované mysi

imunoglobuliny, fluorid draselny

DILUENT mozné pouziti ihned | lidské sérum, Kathon, EDTA

(1x VIAL 4 mL)

Tabulka &. 5 Obsah a popis B.R.A.H.M.S sensitive KRYPTOR *"
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Dalsi reagencie (Tabulka ¢. 6): kalibratory B.R.A.H.M.S PCT sensitive
KRYPTOR CAL (REF 82591), 2!

B.R.A.H.M.S PCT sensitive | lyofilizované rekombinantni PCT v lidském

KRYPTOR CAL séru

(6x VIAL)

bar code card mozné pouziti ihned | karta s ¢arovym kodem —

(1x) obsahuje informace o Sarzi
kalibrace v¢etné jeji koncentrace

Tabulka ¢&. 6 Obsah a popis B.R.A.H.M.S PCT sensitive KRYPTOR CAL 2"

kontrolni vzorky pro ovéfeni vnitfni kvality B.R.A.H.M.S KRYPTOR compact
(Tabulka €. 7)

B.R.A.H.M.S PCT sensitive | lyofilizované rekombinantni PCT v lidském
KRYPTOR QC CONTROL séru

1 (3x VIAL)

B.R.A.H.M.S PCT sensitive | lyofilizované rekombinantni PCT v lidském
KRYPTOR QC CONTROL séru

2 (3x VIAL)

bar code card mozné pouziti ihned | karta s ¢arovym kodem, které
(1x) obsahuje informace o Sarzi

kalibrace, zejména informace o
cilové koncentraci, ziskané
smérodatné odchylce a

akceptacni rozsah koncentrace

bar code stick — on labels mozné pouziti ihned | nalepky s ¢arovym kodem

slouZici k identifikaci kontrol pti
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(20x pro kazdou kontrolni analyze systému B.R. A.H.M.S
hladinu) KRYPTOR compact

Tabulka ¢&. 7 Obsah a popis B.R.A.H.M.S PCT sensitive KRYPTOR QC *"

Promyvaci a fedici roztoky B.R.A.H.M.S spotiebni materidly KRYPTOR compact
(Tabulka &. 8). !

Nazev REF

B.R.A.H.M.S KRYPTOR BUFFER 89970
B.R.A.-H.M.S KRYPTOR compact SOLUTION 1 89981
B.R.A.-H.M.S KRYPTOR compact SOLUTION 2 89982
B.R.A.H.M.S KRYPTOR compact SOLUTION 3 89983
B.R.A.H.M.S KRYPTOR compact SOLUTION 4 89984
B.R.A.H.M.S KRYPTOR compact DILCUP 89985
B.R.A.H.M.S KRYPTOR compact REACT 89986

Tabulka &. 8 Obsah a popis B.R.A.H.M.S spotfebni materialy KRYPTOR compact 2]

Pristroje

B.R.A.HM.S KRYPTOR compact PLUS (B.R.A.H.M.S Aktiengesellschaft, Némecko)
Centrifuga (Jouan)

PC se softwarem pro B.R.A.HM.S KRYPTOR compact PLUS

PC napojeny na Laboratorni a Nemocnic¢ni informacni systém (LIS, NIS)
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3.2.1. Popis B.R.A.H.M.S KRYPTOR compact

Ptistroj B.R.A.LHM.S KRYPTOR compact (Obrazek ¢. 5) je automatizovany
systém, ktery je urCen pro diagnostiku in vitro. Pouziva se ke stanoveni koncentrace

PCT v pacientskych sérech. *

Sklada se ze dvou hlavnich ¢asti. Z detekéniho modulu (do kterého se vkladaji
mikrotitra¢ni desti¢ka, na které probiha inkubace) a pipetovaciho modulu, ktery se déli
na tfi ¢asti:

e karusel — misto pro reagencie nebo drzaky se vzorky

e pipetovaci jednotka — ma vyhiivanou davkovaci jehlu, kterou nasava

roztoky

e kapalinovy systém — obsahuje 3 lahve po 5 litrech, promyvaci a tlumici

kapalinu, destilovanou vodu a lahev pro kapalny

odpad

Obrazek €. 5 Popis pristroje B.R.A.H.M.S KRYPTOR compact [ prevzato a upraveno
z http://'www.procalcitonin.com/default.aspx?tree=_4_0 3&key=kryptor5]

€<

e (. 1 pipetovaci jednotka

[ ]
€<

. 2 kapalinovy systém
e (. 3 karusel

o (. 4 detekéni modul
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e ¢. 5 ruéni snimag ¢arového kodu

e & 6PC se softwarem B.R.A.H.M.S KRYPTOR compact *

3.3. Metodika stanoveni

3.3.1. Stanoveni PCT na B.R.A.H.M.S KRYPTOR compact

Koncentrace PCT v séru je analyzovana na zdklad¢ specificity antigennich
determinant metodou imunoluminometrické analyzy (ILMA). Ta spociva v tom, Ze na
molekulu PCT se navazi dvé antigen-specifické monoklonalni protilatky. Prvni
monoklonalni protilatka tvofi specificky komplex se sekvenci PCT obsahujici
kalcitonin. Druhd monoklondlni protilatka tvofi imunokomplex s c¢asti PCT, ktera
obsahuje sekvenci katakalcin. Ob¢ protilatky jsou ptitomny v nadbytku. Prvni protilatka
volné ptitomnd ve vzorku je u ILMA znacena luminiscenéni latkou (luminofor) a druha
protilditka je adherovéana ke stén€ zkumavky piipadné mikrotitracni desticky. Béhem
inkubace obé¢ protilatky s molekulami PCT, nalézajicich se ve vzorku, reaguji a vytvari
specificky imunokomplex. Reakce probihd za zvySené teploty (37°C) a po promyti

zistane v jamce/ zkumavee vznikly komplex antigenu a protilatky (Obrazek ¢&. 6). 1%

23]

Z hlediska klasifikace imunoreakci se jedna o nekompetitivni metodu, zpravidla
Ji oznacujeme jako ,,sendvicova‘“ metoda. Vyhodou této metody, kdy znacena protilatka
reaguje v nadbytku, je vysoka specifita a senzitivita. Jinymi slovy minimalizujeme
riziko faleSné pozitivity zplisobenou jinymi fragmenty (napi. kalcitoninu). V dalsi fazi
méfime intenzitu luminiscenéniho signalu. Intenzita signdlu je zavisla na koncentraci
PCT v méfeném vzorku a pomoci kalibra¢ni kiivky se vypocte koncentrace PCT ve

1 A A 4,23,24,2
vzorku pacientského séra. [4,23,24,25]
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menoeclonal
anti-
calcitonin
antibody

Procalcitonin I

Calcitenin Katacalcin

\\ monoclanal

anfi-
katacalcin

Obrazek €. 6 Obecné schéma ,,sendviCové™ metody — navazani antigenu (v konkrétnim
piipadé katakalcinu) na protilatku navazanou v reagencnim substratu (jamka
mikrotitracni desti¢ky), navazani znacené protilatky na antigenni determinantu antigenu
(¢ast PCT, ktera obsahuje strukturu kalcitoninu) a posléze odstranéni pfebytecnych
znacenych protilatek [ prevzato z

http.//www.procalcitonin.com/mages/products/assay _principle.gif]

Metoda ILMA je na analyzatoru B.R. A.HM.S KRYPTOR Compact. vylepSena
o tzv. metodu Time Resolved Amplified Cryptande Emission (TRACE). Tato metoda
méti signdl, ktery je produkovan imunokomplexem antigenu s protilatkou, jak je
znazornéno na obrazku €. 7. Pfitom dochazi k pfenosu neradioaktivni energie z donoru
na akceptor. Jako donor zde vystupuje kryptatova skupina, ktera ma uprostted iont
europia (Eu’"). Akceptor je obsaZzen v chemicky modifikovaném proteinu XL 665, ktery
pohlcuje svétlo. Vzorek je nasledné ozéatren dusikovym laserem (337 nm) a donor vyzati
fluorescencni signdl (Obrazek €. 8), ktery ma dobu trvani v fadech milisekund (pti 620
nm). Pfi navazani imunokomplexu dojde k zesileni signalu akceptoru pii 650 nm a tedy
1 k prodlouzeni ¢asu produkce signdlu (Obrazek €. 9). Jak jiz bylo zminéno vyse, jedna
se o sendvicovou imunoanalyzu, pii které jsou obé ¢asti (donor, akceptor) navazany
spoleéné na imunokomplex a protoze jde o homogenni imunoanalyzu, neni tteba

i . c v . [18,21,2
promyvat a separovat vzorek. Metoda je velmi presna. ['®2!: 26
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Time resolved

Excitation measurement
s
¥
337 nm 620 nm
(a) : '
Rk ™
maasuremanttpsec
]
337 nm XL 665
~y @ 665 nm
[h] ey
P b

measurement t ysec

Amplification by
energy transfer

337 nm S gy KLEES e om
(€) _y ’

Obrazek €. 7 Schéma metody TRACE [/ prevzato z

measurement t ysec

http.//www.procalcitonin.com/images/products/kryptor_principle.gif |

Immunocomplex

Excitation Amplification Bound
of the sample Donor by energy acceptor
at 337 nm (Cryptate) transfer (XL 665)

* A Time in psec

Life span of the
Long-life bound acceptor
EldT GIE [ signal / time-resolved
at 665 nm

Obrazek €. 8 Metoda TRACE — dokon¢ena imunitni reakce zpiisobi neradioaktivni

pienos energie z donorové molekuly na molekulu akceptoru [ prevzato z

http.//'www.kryptor.net/Default.aspx?tabindex=3 &tabid=254 &lang=en |
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Unbound acceptor

Excitation
of the sample Unbound acceptor
at 337 nm (XL 685)

.

Time in nsec

Short-life Life span of the
ETdd=] o1t g T EIM unbound acceptor signal
at 665 nm

Obrazek €. 9 Metoda TRACE — méteni zesileného signalu / prevzato z

http.//www.kryptor.net/Default.aspx?tabindex=3 &tabid=254 &lang=en |

3.3.1.1. Pracovni postup

K vySetieni byla odebrana krev pacienta do zkumavek obsahujicich separacni
gel a aktivator srazeni (citrat sodny). PIna krev se necha pal hodiny vysrazet a nasledné
se centrifuguje po dobu 10 minut pii 3000 otadCkach. Nasledné se odsaje ze vzorku
sérum do Cistych zkumavek. Pro stanoveni koncentrace PCT ve vzorcich byl pouZit

analyzator B.R.A.H.M.S Kryptor Compact.

Postup analyzy:

e Vlozeni boxu s protilatkami proti PCT do karuselu ¢arovym kdédem

smérem ven pro nacteni Sarze.

e Uzavieni poklopu karuselu.

e Zkontrolovani Cistoty pozadi (métici okénko).

e Vlozeni mikrotitra¢ni destiCky (96 jamek) do detekéniho modulu a pied
uzavienim nacist rucni ¢teckou carovy kod.

e Spusténi inicializace = desticka se za¢ne zahifivat na 37°C (+/- 0,05°C)
po dobu cca 15-20 minut.

e Tisk pracovniho listu s ptidélenymi ¢isly pacientskych sér.

e Kontrola pacientskych sér ve stojanku.
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e Propojeni softwaru pfistroje B.R.A.H.M.S KRYPTOR compact s LIS.

e Oteviit poklop karuselu a vlozit dle potfadi Cisel pacientska séra do

karuselu.

e Uzavieni karuselu a spusténi vlastni analyzy na ptidruzeném PC. Doba

analyzy je pfiblizné 20 minut.

e Kontrola vysledkli a pfeneseni do NIS.

3.4. Stanoveni C-reaktivniho proteinu

Stanoveni koncentrace CRP se provani na zakladé¢ imunoturbidimetrickd
analyzy, jde o modifikaci klasické turbidimetrie. CRP reaguje se specifickou protilatkou
za vzniku imunokomplexti. Mira tzv. imunoprecipitace (zédkalu) se méfi pti vinové délce
340 mn. Jako urychlova¢ tvorby imunokomplexti se pouzivéa polyethylenglykol, ktery je
pfitomny v reakéni smési. Vyslednd koncentrace CRP ve vzorku (mg/l) se urci

z kalibragni ktivky. %142’

3.5. Hemokultivace

Hemokultivace je mikrobiologickda metoda, kterd se pouziva k diagnostice
infekce krevniho tecisté, provadi se u pacientii s podezienim na diagndézu sepse. Odbér
nesrazlivé krve je dulezité provést asepticky — nutnd desinfekce pomoci jodovych
preparatli. Zpravidla je odebrano 10 — 20 ml Odbér se provadi do dvou
hemokultiva¢nich lahvic¢ek, kde prvni je pro aerobni kultivaci a druhd pro anaerobni
kultivaci (Obrazek ¢. 10). Dilezitou podminkou UspéSné hemokultivace je i spravné
nacasovani odbéru a to pii vzestupu teploty, kdy se v krevnim fecisti potencionalné
naléza nejvétSi mnozstvi bakterii. Hemokultivace se provadi v automatizovaném
piistroji, ktery udrzuje idedlni podminky pro rast bakterii a také vyhodnocuje zménu
koncentrace CO, v zavislosti na piipadném rastu bakterialnich kolonii (hemokultury).
Nartst koncentrace CO, znaci nariist poctu bakterii a tim 1 pozitivitu hemokultury.
Vyhodnocuje se zde Cas od piijmu do detekce pozitivity a vyjmuti z ptistroje. Delsi

N ;s V7o nowr v . 27,2
asové intervaly zna&i vétsi pravddpodobnost kontaminace. 27 2*
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Obrazek ¢. 10 Hemokultivacni lahvicky — vlevo pro aerobni hemokulturu a vpravo pro

anaerobni hemokulturu **

3.6. Statistické zpracovani dat

Pro analyzu dat byl pouzit statisticky program STATA 9.1. Pro testovani rozdilu
hodnot mezi skupinami byl vyuzit Kruskali-Wallistiv neparametricky test, normalita
distribuce naméfenych hodnot byla provedena pomoci Skewness and kurtosis tests.
Zavislosti hodnot byly vzdjemné testovany Spearmanovou poradovou korelaci a

logistickou regresi.
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4. VYSLEDKY

Ve vySetfované skupiné 35 pacientl byla zjiSténa pozitivni hemokultura u 10
pacientl (28,57 %). Zvysena koncentrace PCT vy$si nez 0,5 ng/ml byla 1. den zjisténa u
12 pacientli (34 % zcelkového poctu pacientil). Z toho byli 4 pacienti s pozitivni
hemokulturou a 8 pacientii s negativni kulturou (Tabulka ¢. 9 a 10). Druhy den byla
zvySena koncentrace PCT zjiSténa u 10 pacienti. Z toho 3 pacienti méli pozitivni
hemokulturu a 7 pacientii mélo negativni hemokulturu. Hodnoty PCT se statisticky
vyznamné neliSily mezi 1. a 2. dnem a to jak ve skupiné pacientii s pozitivni

hemokulturou tak ve skupiné pacientt s negativni hemokulturou (Tabulka ¢. 11 a 12).

Zvysend hodnota CRP vyssi nez 5 mg/l byla zjiSténa u 34 pacientl s pozitivni a
negativni hemokulturou 1. den a u 34 pacientli s negativni a pozitivni hemokulturou 2.
den (Tabulka €. 13 a 14). Hodnoty CRP se statisticky vyznamné neliSily mezi 1. a 2.
dnem a to jak ve skupin€ pacientll s pozitivni hemokulturou tak ve skupiné pacientti

s negativni hemokulturou (Tabulka €. 15 a 16).

U 5 pacienti (50%) zcelkového poctu 10 pacientll s pozitivni hemokulturou
byla zjisténa koncentrace PCT < 0,5 ng/ml (Tabulka ¢. 17). Koncentrace CRP byla

zvysena u vSech pacientii bez ohledu na pozitivitu nebo negativitu hemokultury.

Pocet pacientli Median Smérodatna Rozmezi
Analyt (ng/ml) odchylka (ng/ml)
PCT 35 1,31 2,37 0,05 — 8,42

Tabulka €. 9 Hodnoty PCT ve skupiné pacientti s negativni hemokulturou a pozitivni

hemokulturou 1. den
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Analyt | Pocet pacientll Median Smeérodatna Rozmezi
(ng/ml) odchylka (ng/ml)
PCT 17 1,58 2,22 0,05 - 7,49

Tabulka ¢. 10 Hodnoty PCT ve skupin¢ pacientti s negativni hemokulturou a pozitivni

hemokulturou 2. den

Analyt Pocet Pozitivita Median Smérodatna Rozmezi
pacientli | hemokultury (ng/ml) odchylka (ng/ml)
PCT 9 ANO 1,76 3,02 0,05 — 8,42

Tabulka ¢. 11 Pozitivni hodnota PCT ve skupiné pacientd s pozitivni hemokulturou 1.

a2.den
Analyt Pocet Pozitivita Median Smérodatna Rozmezi
pacienti | hemokultury (ng/ml) odchylka (ng/ml)
PCT 26 ANO 1,16 2,15 0,05 - 7,98

Tabulka ¢. 12 Pozitivni hodnota PCT ve skupiné pacientl s negativni hemokulturou 1.

a2.den
Analyt | Pocet pacientll Median Smérodatna odchylka Rozmezi
(mg/1) (mg/1)
CRP 35 105,33 67,85 3,4-228

Tabulka ¢. 13 Hodnoty CRP ve skuping€ pacientii s negativni hemokulturou a pozitivni

hemokulturou 1. den
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Analyt | Pocet pacientli Median Smérodatna odchylka Rozmezi
(mg/1) (mg/1)
CRP 17 131,47 69,41 3,0-236

Tabulka ¢. 14 Hodnoty CRP ve skuping pacientii s negativni hemokulturou a pozitivni

hemokulturou 2. den

Analyt Pocet Pozitivita Median Smérodatna Rozmezi
pacientli | hemokultury (mg/l) odchylka (mg/l)
CRP 9 ANO 93,11 69,21 6,0 — 208

Tabulka €. 15 Hodnota CRP ve skupin¢ pacientd s pozitivni hemokulturou 1. a 2. den

Analyt Pocet Pozitivita Median Smeérodatna Rozmezi
pacienti | hemokultury (mg/l) odchylka (mg/l)
CRP 26 NE 109,55 68,23 3,4-228

Tabulka €. 16 Hodnota CRP ve skupin¢ pacientd s negativni hemokulturou 1. a 2. den

Analyt Pocet Pozitivita Hodnoty PCT u jednotlivych pacienti
pacienti | hemokultury (ng/ml)
PCT 5 ANO 0,05; 0,13; 0,05; 0,05; 0,09

Tabulka €. 17 Pacienti s pozitivni hemokulturou a negativni hodnotou PCT
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Cislo vySetteni

Hemokultivace

5 pro dané¢ho Pohlavi (1-muz; | PCT CRP | (1 - pozitivni; O -
Cislo pacienta pacienta 2- 7Zena) (ng/ml)| (mg/l) negativni)
1 1 1 8,42 208 1
1 2 1 6,42 152 1
2 1 1 0,05 85 0
3 1 1 0,46 101 0
3 2 1 0,31 73 0
4 1 1 6,53 220 0
5 1 1 0,06 137 0
6 1 2 0,20 80 0
7 1 2 0,33 157 0
7 2 2 0,36 165 0
8 1 1 0,05 6 1
8 2 1 0,10 42 1
9 1 1 7,98 164 0
10 1 2 0,09 30 0
11 1 1 0,79 129 0
12 1 1 0,33 110 0
12 2 1 2,17 169 0
13 1 1 0,23 32 0
14 2 1 1,29 236 0
14 1 1 0,84 36 1
14 2 1 0,82 31 1
14 3 1 0,93 230 0
15 1 1 0,44 138 0
16 1 1 2,30 147 0
16 2 1 3,32 206 0
17 1 1 0,10 41 0
17 2 1 0,13 50 0
17 3 1 0,17 75 0
17 4 1 0,26 60 0
18 1 1 0,36 72 0
18 2 1 1,12 195 1
18 3 1 0,05 50 1
19 1 1 0,50 228 0
20 1 2 0,20 28 0
21 1 1 1,73 205 0
21 2 1 2,00 209 0
21 3 1 0,14 105 0
22 1 1 0,13 61 1
23 1 1 0,15 66 0
24 1 2 0,28 71 0
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25 1 1 5,35 136 1
25 2 1 7,49 173 1
26 1 2 0,87 185 1
27 1 1 0,11 220 0
27 2 1 0,08 152 0
28 1 2 0,05 42 1
29 1 1 0,06 110 0
29 2 1 0,05 117 0
30 1 1 5,75 195 0
31 1 1 0,05 89 1
31 2 1 0,05 114 1
32 1 2 0,62 3,4 0
32 2 2 0,56 3 0
33 1 2 0,05 70 0
33 2 2 0,66 148 0
34 1 1 0,09 75 1
35 1 1 0,47 9 0

Tabulka ¢. 18 Prehled vySetfovanych pacientd — tu¢né vyznacené fadky oznacuji

pacienty s pozitivni hemokulturou a negativni hodnotou PCT
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5. DISKUZE

Cilem prace bylo srovnani prokalcitoninu a C-reaktivniho proteinu u pacientti
spliujicich kritéria sepse a s pozitivnim prikazem systémové infekce — pozitivni
hemokulturou. Musime konstatovat, ze C-reaktivni protein byl vice sensitivnim
parametrem nez prokalcitonin. Jeho pozitivitu jsme zjistili u vSech 34 pacientii se sepsi,
zatimco prokalcitonin byl pozitivni pouze u 16 pacientii. Je nutné zdiraznit, ze diagnodza
sepse byla v této studii stanovena klinickym lékafem. Potvrdili jsme tak nalezy z jinych
studii, ze prokalcitonin je pozitivni pouze u casti pacienti se sepsi a je nutné brat
v avahu klinicky stav kazdého pacienta individudlné. C-reaktivni protein v tomto
srovnani se jevi jako vice sensitivni, ale je nutné zdaraznit, Ze koncentrace CRP do

50mg/1 jsou nespecifické pro etiologii bakteridlniho zanétu.

Uvedené dva parametry jsme vybrali cilené vzhledem k tomu, Ze je mozné jejich
stanoveni v kontinudlnim statimovém reZimu a je tak splnéna podminka co nejrychlejsi
analyzy dané¢ho biomarkeru. U podstatné ¢asti pacientli s pozitivni hemokulturou (50%)
jsme zjistili koncentraci PCT v mezich fyziologického rozmezi - < 0,5 ng/ml. O
davodech negativity prokalcitoninu u téchto pacientli mizeme jen spekulovat. Muze se
jednat o zavaznost klinického stavu, mize se jednat o rlzny druh etiologického
infek¢éniho agens, jak vyplyva z vysledkli mikrobiologického vysetieni. Pozoruhodné je
zjisténi, ze hodnota prokalcitoninu u uvedenych nemocnych byla negativni po oba dva
dny, kdy bylo provedeno vysetieni, odpada tedy pfi€ina ev. kratkého ¢asového intervalu

od mezi zacatkem sepse a provedenim odbéru.

39



ZAVER

Prokalcitonin a C-reaktivni protein piedstavuji v soucasnosti nejvyznamnéjsi
biomarkery, které vyuzivame pii diagnostice sepse. Oba je mozné vySetfovat
v kontinudlnim statimovém rezimu. Technologie méfeni, které madme v soucasné dob¢

k dispozici- TRACE a turbidimetrie jsou dostate¢né robustni. Sensitivita a specificita

obou biomarkert je ale omezena pi1 prikazu systémové infekce, jak doklada tato studie.
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