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ANOTACE

Tato bakalarskd prace se zamétuje na prokalcitonin, jako bilkovinu akutni faze.
Zabyva se také stanovenim Vv biologickém materidlu pomoci vybranych imunologickych
metod a aktudlnimi poznatky o vyuziti v klinické praxi. Bylo zjisténo, Ze prokalcitonin je
nepostradatelnym markerem soucasnosti a je stale pfedmétem mnoha studii. Ma velky
vyznam v diagnostice kardiovaskularnich onemocnéni, pankreatitid, urosepsi,

nadorovych onemocnéni a pii transplantacich.

KLICOVA SLOVA

prokalcitonin, sepse, bilkoviny akutni faze, zanét, C-reaktivni protein

TITLE

The clinical importance of procalcitonin

ANNOTATION

This thesis focuses on procalcitonin as an acute phase protein. It also deals with
determination in biological material using selected immunological methods and current
knowledge about use in clinical practice. Procalcitonin has been found to be an
indispensable marker of the present and is still the subject of many studies. It is very
important in the diagnosis of cardiovascular diseases, pancreatitis, urosepsis, cancer

and transplantation.
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Seznam zkratek

AMK
APP
ARDS
ATB
CALC-I
CGRP
CRP
ECLIA
EDTA
HIV
IFN
IL-1-10
LDL
LPS
MCD

MODS

NFkp
PCT

PMN
SAA

SIRS

TNF-/p

aminokyselina

proteiny akutni faze (i.e. acute phase proteins)

syndrom akutni respiracni tisné
antibiotika

gen kodujici prokalcitonin
peptid piibuzny kalcitoninu

C-reaktivni protein

elektro—chemiluminiscen¢ni imunoanalyza

ethylendiaminoteraoctova kyselina
virus lidské imunitni nedostatecnosti
interferon

interleukin 1-10

lipoprotein o nizké hustoté
lipopolysacharid

meningokokova nemoc

syndrom multiorganové dysfunkce
(i.e. multiorgan dysfunction syndrome)
transkripéni faktor

prokalcitonin

polymorfonuklearni neutrofil
sérovy amyloid A

syndrom systémové zanétlivé odpovédi

(i.e. systemic inflammatory response syndrome)

faktor nekrotizujici tumory o/ (i.e. tumor necrosis factor)
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Uvod

problém pii komplikacich nejriznéjSich onemocnéni. I pfes zna¢né pokroky v mediciné a

diagnostice stale patii mezi stavy ohrozujici zivot a zptisobujici vysokou mortalitu.

Sepse je chorobny stav, ktery je t€zké definovat, diagnostikovat a 1éc¢it. Je to fada
procesti a zmén v lidském organismu, zptiisobenych celkovou reakei téla na infekei, pti které
pronika patogenni mikroorganismus z mista svého piivodniho loziska do krevniho ob&hu
a zaplavi cely organismus. Stav se mlze rozvinout do tézké sepse, ktera je pro vétSinu pripada
letalni. Nejpravdépodobnéji se sepse vyvine u lidi, ktefi jsou hospitalizovani kviili zadvaznym
onemocnénim. Dale pak velmi mladi ¢i velmi stafi pacienti, anebo v souvislosti s poranénimi a
rakovinou. Neexistuje zadny jasny laboratorni ukazatel nebo test, ktery by tadné sepsi
diagnostikoval. Na sepsi umird denn¢€ na celém svété asi 1400 lidi. Pocet umrti nasledkem sepse
je srovnatelny s poctem umrti na rakovinu plic, tlustého stfeva a prsu dohromady. Postihuje

vSechny vékové kategorie.

Nejlepsi zpusob, jak zabranit komplikacim sepse je rychld a ucinna diagnostika.
Za poslednich deset let se podatilo najit hned nékolik parametrt, ale Zadny z nich nedokazal
specificky prokézat progresi onemocnéni. Dillezitymi ukazateli, kromé klasickych fyzikalné-
anamnestickych udaju, jsou také laboratorni testy. Dodnes neni znam spolehlivy biochemicky
marker, ktery je objektivni ataké specificky. Vyftesit obtiznou diagnézu pomahaji velmi
podstatné markery zanétu, které jsou pouzivany pravidelné. V soucasné dob¢ mezi tyto markery
fadime proteiny akutni faze, cytokiny a prokalcitonin. SpiSe jen ve vyzkumném stadiu se
pouzivaji adhezivni molekuly a solubilni receptory cytokini. Nejdelsi dobu je v diagnostice
pouzivany C-reaktivni protein, k jehoz vzestupu dochazi jiz za 6-12 hodin po zanétlivém
stimulu. Dostupné je stanoveni v séru i plasmé, avSak reakce je nespecificka vici zanétlivému

podnétu.

Tato prace se zaméfuje na jeden z markerti sepse, kterym je prokalcitonin. Patii
K novéj$im parametrim pouzivanym V diagnostice, jehoz zvySena plazmaticka koncentrace
koreluje se zavaznosti zanétu a poukazuje na bakterialni nebo virovy piivod. Cilem této prace
je shrnout nejnovejsi teoretické poznatky o klinickém vyznamu prokalcitoninu, jakozto

markeru septickych stavii a také 0 jeho stanoveni.
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1. Zanét jako zakladni obranna reakce

Zanétlivy stav je odpovédi organismu na rizna poSkozeni tkdn€. Fyziologicky zastava
obrannou funkci, ale muaze byt také posSkozujici reakci organismu. Zanét je vyvolavan

infek¢nimi mikroorganismy, ptisobenim chemickych a fyzikalnich vlivii nebo ischemii tkane.

1.1 Charakteristika zanétu

Mistni i celkovou obrannou reakci odpovida organismus na bakterialni, Vvirovou
a parazitarni infekci, na poSkozeni tkani fyzikalnimi i toxickymi latkami. Dale
na lokalizovanou imunitni odpovéd’, tj. reakci antigenu s protilditkou nebo na setkani
senzibilizované buiiky s antigenem. Jde o fylogeneticky i ontogeneticky nejstarSi obranny
mechanismus. Jeho ulohou je likvidace, zfedéni nebo vylouceni $kodliviny a poskozené tkané
nebo alespon jejich ohraniéeni a souéasna reparace. Kli¢ovou ulohu v zanétové reakci sehrava
endotel, krevni desticky, leukocyty, plazmaticky koagulacni systém a komplement. Akutni
zanét Ize povazovat za fyziologicky proces, protoze na organismu nezanechd zadné nésledky a
poskozend tkan je zcela zhojena. Patologickym se stdva zdnét chronicky, kdy dochdzi

k poskozeni tkan¢ a nasledné nahrazeni vazivem vede k poskozeni tkan¢ ¢i organu. [1]

1.2 Bunéc¢né mediitory zanétu

Cévni endotel je esencidlni sloZkou regulace zanétové odpovedi. Za fyziologického stavu
spociva uloha endotelu pfedevsim v lokalni regulaci cévniho tonu, regulaci permeability cévni
stény a také zajisténi antitrombogenniho povrchu cévy. Pti zanétlivé reakci jsou endotelové
buriky aktivovany cytokiny, pfedev§im interleukinem-1a (IL-10) a tumor necrosis factorem-f3
(TNF-B), produkovanymi mononuklearnimi fagocyty, mezi které fadime monocyty a
makrofagy. Trombogenni potencidl je zvySovan aktivovanym endotelem a dochazi k vazo-
dilataci a také ke zvySeni permeability, coZ umoziiuje proniknuti proteinti i migraci leukocyta
do intersticia. Endoteliarnimi bufikami je uvoliovana fada mediatord vazodilata¢ni

¢i vazokonstrikéni povahy.

Vyznamnou slozkou jsou trombocyty, jejichZ tikolem je vytvofit primarni hemostatickou

zatku v misté poruSeni st€ny cévni a uvolnit fadu mediatorti. Ve spolupréci s negativné€ nabitym
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povrchem fosfolipiddi aktivuje vnitini koagulacni systém. Kromé& hemostazy také krevni
desticky zasahuji fadou mediatort i do vlastniho zanétlivého procesu. Polymorfonukledrni

leukocyty (PMN) piedstavuji prvni obrannou linii buné€k pisobicich proti infekci.

Mononuklearni fagocyty jsou schopny fagocytézy a jsou podobnymi medidtory jako
neutrofily. Dale sem fadime lymfocyty, které maji také své misto pti zanétlivé odpoveédi. T—
lymfocyty predstavuji asi 70 % vSech lymfocytl, které rozpoznavaji cizi buiiky prostfednictvim
jejich povrchovych antigent. B lymfocyty tvofi asi 10-20 % vSech lymfocytid, po jejichz
kontaktu se specifickym antigenem dojde k jejich aktivaci, proliferaci a diferenciaci

Vv plazmatické bunky, tvoftici specifickou protilatku proti vyvolavajicimu antigenu.

Zirné bunky a bazofily obsahuji cytoplasmatickd granula se zanétovymi mediatory
(histamin, serotonin), které se pfi jejich stimulaci degraduji a uvolnuji sviij obsah do okoli.

Timto se stavaji hlavnimi bunikami, které perivaskularné spoustéji zanétovou odpoved..

V posledni fadé hovofime o NK-bunikach, coZz jsou elementy velice podobné
lymfocytiim, ale S odliSnou povrchovou antigenni vlastnosti. Jsou to pfirozené cytotoxické

bunky, jejichz tikolem je odstranovani nadorovych bunék ¢i bunék infikovanych virem. [2]

1.3 Lokalni odpovéd’ a systémova odpovéd’

Lokalni zanét se klinicky projevuje z€ervendnim (rubor) z divodu velké dodavky krve
do postizené tkang. Charakteristicka je zvySena mistni teplota (calor) dale otok (tumor), ktery je
zpusoben zvysenou propustnosti kapilar pro tekutiny a bolestivost (dolor). Mlze také dochazet
ke ztraté funkce postizeného organu (functio laesa) ¢i jeho casti. [3]

Typickym ptiznakem systémového zanétu je horecka. Celkovy zanét s horeckami mize
vyustit az do zhrouceni funkci organismu. Pfi téchto procesech dochazi k uvolinovani velkého
mnozstvi riznych mediatord, jako jsou cytokiny, kininy, slozky komplementu, histamin. Dalsi
odpovédi na zanét je leukocytdza a produkce proteint akutni faze (IL-6, TNF-a, IL-1). P#i

masivnim pruniku mikroorganismt do krevniho ob&hu dochazi k septickému Soku. [4]

1.4 Chemické zanétové mediatory

Prib¢h zanétu reguluji 1 zvlastni chemické latky, mediatory zanétu. Patii mezi né rizné

chemokiny, cytokiny, prostaglandiny, proteiny akutni fdze zanétu a dal§i. Komunikace mezi
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bunkami zanétové odpoveédi je zajistovana nékolika mechanismy-kontaktem bunék pres

vvvvvv

cytokiny. [2]

1.4.1 Cytokiny

Jedna se o latky s nizkou molekularni hmotnosti, vylu¢ované jak imunitnim podnétem,
tak i neimunitnim, v reakci na riizné stimuly. Jsou tedy zakladni regulatory imunitniho systému.
V organismu se vyskytuji bud’ rozpusténé v tekuting, jako je plazma, nebo vazané
na membran€. Hlavnim ukolem je pienos dulezitych informaci mezi jednotlivymi bunikami
amaji vliv na regulaci ristu buné€k, diferenciaci, chemotaxi, aktivaci nebo zvySenou
cytotoxicitu. VétSina cytokinii pusobi na nékolik riznych druhii bunék a casto pusobi
kaskadovité, kdy jeden cytokin indikuje tvorbu druhého. Také mohou byt jednotlivé cytokiny
nahrazeny jinymi. Uéinky riznych cytokint se vzajemné dopliiuji, jedna se o synergismus, ale
mohou piisobit i antagonisticky. Existuje nékolik zplisobt, jak tfidit cytokiny na zaklad¢ jejich
struktury nebo funkce. Historicky byly tfidény podle typu bunck, kterymi byly tvofeny.
Naptiklad monokiny, produkované monocyty a makrofagy. Déle lymfokiny produkované
lymfocyty. Protoze jsou nékteré cytokiny produkovany obéma typy téchto bunék, pouzivame
pro né nazev interleukiny s ¢islovanim podle potadi, ve kterém byla jejich struktura popsana.
Vsak i tento termin ma svoji negativni stranku, protoze byvaji shodné s jinymi skupinami, jako

jsou chemokiny a interferony. [5]

1.4.2 Chemokiny

Jedna se o nizkomolekularni peptidy o hmotnosti 8-10 kDa a ptedstavuji skupinu vice
nez 50 malych cytokint s chemotaktickym uc¢inkem. Jsou primdrné zapojeny do chemotaxe
lymfocytli, monocytli a neutrofilli. Jejich sekrece je iniciovdna monocyty, makrofagy,
aleijinymi bunkami vcetné endoteliarnich bunék, trombocyti, neutrofild, T-bunck
a fibroblastli. Jsou vyvolavany béhem imunitni odpovédi a reguluji pfisun imunitnich bun¢k

do mista infekce. [6]
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1.4.3 Interleukiny

Hovofime o heterogenni skupiné cytokinl, regulujicich predevsim aspekty vyvoje
a aktivaci leukocytti. Dodnes bylo popsano celkem 35 interleukini a nékteré z téch Iépe

charakterizovanych jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Typy cytokinu [5]

Cytokin Produkce Aktivita
IL-1 Makrofagy Aktivace endotelu
VéEtsi pistup efektorovych bunék
IL-2 T-lymfocyty Rustovy faktor T-bunek
NK
IL-3 T-lymfocyty Stimulace hemopoetickych prekurzort
IL-4 TH2, bazofily Stimulace B-lymfocytt
IL-6 TH2, makrofagy Stimulace T,B
IL-10 TH2, makrofagy, neutrofily Indukce diferenciace na plasmocyty
IL-12 Makrofagy, neutrofily Stimulace TH1 a NK
IFN-y TH1, NK bunky Aktivace makrofag
TNF-a Monocyty, makrofag Indukce mistniho zanétu, aktivace endotelii

1.4.4 Interferony

Jsou prozanétlivymi molekulami, produkovanymi fadou bungk, jako odpovéd’ na
virovou infekci. Svoji roli maji také pti regulaci imunitniho systému. Plisobi parakrinng, coz
znamena na buiiky ve svém okoli. VdZou se na membrany okolnich bunck a zvysuji jejich
rezistenci k virové infekci. Antivirovy stav je v buiice navozen stimulaci syntézy dvou enzymd,
proteinkinazy a oligoadenylatsyntetazy. Muzeme je rozdélit do dvou skupin podle typu 1.
Interferony (IFN), které dale délime na IFN-a a IFN-f. Dale podle typu II na IFN—y.
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Pti rozdé€leni podle typu L. je IFN-a uvoliiovan makrofagy a produkovan bunikami
infikované nékterymi viry. Navozuje v burice antivirovy stav. Dalsi je IFN-B, k jehoZ uvolnéni
dochdzi pomoci fibroblastli a je také produkovan builkami infikovanymi nékterymi viry.
Vyuzivan v 1é¢bé roztrousené sklerézy. A Vv posledni fad¢ také IFN—y je uvolnovan THI
lymfocyty, indikuje syntézu enzymi sméfujici k potlaceni replikace virt. Reguluje dilezité

aspekty imunitni reakce. [5]
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2. Markery zanétu

Oblast markert zanétu se na prvni pohled jevi jako jednoducha problematika. Jsou velice
Casto pouzivany, takze by se zdalo, ze jim kazdy rozumi. Bohuzel neni tomu tak. Kazdy marker
ma sva specifika, svou dynamiku, své zaludnosti a je tieba o nich védét, dat si na né pozor a
spravné je vyuzivat. Naroky na zanétlivé markery jsou takové: vysoka senzitivita a specifita,
dostupnost statimového stanoveni, cenova pfijatelnost a moznost relevantni interpretace
vysledkil. V soucasné dobé mezi tyto markery fadime proteiny akutni faze jako jsou cytokiny,
prokalcitonin a CRP. SpiSe jen ve stadiu vyzkumu se pouzivaji adhezivni molekuly a solubilni

receptory cytokind. [7]

2.1 Reaktanty akutni faze zanétu

Zanétliva reakce v organismu je provazena zvySenou tvorbou proteinil akutni faze zanétu.
Nachazime je v nizkych koncentracich v krevnim séru i za fyziologickych okolnosti. Jejich
syntéza v jaterni tkani je stimulovana ptitomnosti tkanového poskozeni, nekrotickych bunék
rizné¢ho plvodu. Pfikladem muze byt bakteridlni infekce, malignity, ischémie. Signal pro
zahajeni jejich tvorby se z mista poskozeni pfendsi prostfednictvim mediatort 1L-1, IL-6,

TNFa. [8]

KdyZ v nékterém misté organismu vznikne zanét, jejich koncentrace se béhem nékolika
hodin vyrazné zvysi. Podle rozsahu tohoto zvyseni se proteiny akutni faze (APP — acute phase
proteins) rozdé€luji na hlavni a vedlejsi. Hlavnimi APP u ¢lovéka jsou C—reaktivni protein
(CRP) a sérovy amyloid A (SAA), jejichZ koncentrace se pti zanétu zvySuje az 1000 krat. Mezi
vedlejs$i APP patii nékteré slozky komplementu, inhibitory proteolytickych enzymi jako jsou
az—antitrypsin, az—antichymotrypsin. Jejich koncentrace v krevnim séru se pii zanétu zvysuje
pouze 2-3 krat. [9] Nové studovanymi markery zanétu jsou elastasa Zz granulocytd,

prokalcitonin a neopterin. [10]

2.2 C-reaktivni protein

C-reaktivni protein poprvé popsal v roce 1930 Tillet a Francis. Jeho jméno je diky

schopnosti srazeni a interakce s fosforylcholinovymi zbytky polysacharidu C odvozeného
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od kyseliny teichoové v bunééné sténé Streptococcus pneumoniae. Stejné jako jeho schopnost
precipitovat ionty vapniku. Piestoze je CRP povazovan za dilezity regulator vrozeného
imunitniho syst¢ému a hlavni mediator reakce akutni faze, byva taky spojovan s riznymi
chronickymi zanétlivymi procesy, jako jsou rakovina a kardiovaskularni onemocnéni. [11]
CRP, ¢len rodiny proteind pentaxinu, je slozen z 206 aminokyselin. CRP je vcelku stary
a vSudypftitomny protein u obratlovcll i bezobratlych. Ma charakteristickou strukturu, ktera se
sklada z 5 identickych globularnich polypeptidovych podjednotek, které mitizeme vidét
na obrazku 1. Jedna se o pentagonalné uspotfadany protein, jehoz molekulova hmotnost je
120 kDa. Vedle své role jako citlivého zanétlivého markeru také prispiva v diagnostice a 1écbé
fady nemoci. Je dobfe znamo, ze CRP ma velké prediktivni a prognostické hodnoty

pro kardiovaskularni piihody, Hortonovu chorobu, Kawasakiho chorobu a revmatické

polymyaglie. [12]

Obrazek 1. Struktura C—reaktivniho proteinu [13]

CRP je tvoten hepatocyty a nasledné vyluc¢ovan do krevniho ob&hu. Cirkuluje v plasmé
amuze byt lokalizovan i v aterosklerotickych 1ézich. CRP se vaze na modifikované formy

lipoproteint s nizkou hustotou, tedy LDL. [14]

vvvvvv

az tisickrat a nasledné rychle klesa. Vraci se k normalnim hodnotdm béhem nékolika dnil
po skonceni zanétu. Fyziologicky byva koncentrace mens$i nez 2-8 mg/l. Pisobi jako

opsonizujici faktor pro fagocytézu bakterii, paraziti a imunokomplexii, vaZze chromatin i malé
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castice nukleoproteinti. Nejvyssi hodnoty CRP se vyskytuji v ptipadé bakteridlni infekce.
VysSetfenim lze odlisit infekce bakteridlni od virovych. Stanovenim lze i odhalit riziko
pooperacnich infekci. Mirny vzestup CRP také provazi infarkt myokardu. Obecné plati, Ze
mirn¢ zvySené hladiny CRP, kolem 10 mg/l patii mezi znamky kardiovaskularniho rizika, je
indikdtorem rozvoje aterosklerdzy. Sledovani CRP je wuzitené 1 pii monitorovani
autoimunitnich onemocnéni. CRP je §iroce pouzivan jako rychly, vhodny a cenové nenarocny

ukazatel intenzity zanétu. Nevyhodou CRP je nizka specifita. [15]
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3. Septické stavy

Sepse nepochybné provazi lidstvo od nepaméti. At byla ozna¢ovana jako otrava krve,
horecka omladnic, nebo byla vyvrcholenim tézkého probihajiciho infekéniho onemocnéni.
V poslednich ¢tyficeti letech se v8ak na celém svété nékolikanasobné zvysil pocet sepsi
vzniklych ve zdravotnickych zatizenich. Sepse jako primarni onemocnéni je vzacna (naptiklad

urosepse), ale pii fad¢ riznych onemocnéni se objevuje jako komplikace. [16]

Definovat stavy, pii nichz koluji v krvi mikroorganismy nebo jejich produkty, neni
snadné. Sepse je klinicky stav tézké infekce spojeny s vyskytem bakterii v krvi. V klasickém
pojeti byva charakterizovana persistujici nebo intermitentni bakteriémii, existenci brany vstupu
a primarniho loziska. Ale také moznym vznikem sekundarnich metastatickych lozisek
a pritomnosti velmi tézké celkové symptomatologie. Tendence k tvorbé hnisavym metastaz se
znacn¢ odliSuje podle druhu etiologického agens. Ke zdliraznéni skutecnosti, Ze sepse je spiSe

souhrn piiznaki nez specificka choroba, je ¢asto pouzivan i vyraz septicky syndrom. [17]

V soucasnosti je sepse chapana jako klinickd manifestace odpovédi hostitele na infekci
riznymi bakteriemi nebo jinymi mikroorganismy. Tato generalizovana septickd odpovéd’ byva
charakterizovdna uvolnénim stejnych mediatorti, které byly prokdzany u tady dalSich
onemocnéni, naptiklad u pankreatitid, popaleninového traumatu, chronické intoxikace
salicylaty, fulminantniho jaterniho selhédni a také u nckterych nddorovych onemocnéni.
Hovotime o syndromu systémové zanétlivé odpovédi — systemic inflammatory response
syndrome — SIRS. Jako SIRS je oznaCovan stav charakteristicky télesnou teplotou 38°C,
tepovou frekvenci nad 20 tept/min a dale poc¢tem leukocytti nad 12 000/ul nebo pod 4 000/pl.
Jedna se o delokalizovany a dysregulovany zanét tak velké intenzity, Ze dochazi k porucham
mikrocirkulace a néasledkem k perfuzi vitalnich organti a tudiz k rozvoji sekundarni poruchy
funkce organu. [18]

V pocate€nim stavu SIRS pievladd vyskyt prozanétlivych markerti. V pokrocilejSim
stadiu SIRS dochazi k posunuti smérem k protizanétlivym pochodiim. Pokud tento posun neni
monitorovan, u pacienta se Ve vét§in€ piipada rozvine sekundarni nemoc, ktera vede ke smrti
pacienta. Pfikladem je popaleni, kdy se T-lymfocyty posouvaji od zanétlivych Thl (TNF-a,
INF—y) k protizanétlivym Th2 (IL-4, IL-10), to je spojovan s hor$im pfezivanim pacientd.
Roger Bone definuje prubéh SIRS k syndromu multiorganového selhani (MODS) v péti

krocich: lokalni odpovéd, pocatecni systémova odpovéd’, masivni systémova odpovéd,
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nadmérnd imunosuprese, imunitni nesoulad, kdy patofyziologickd odpoveéd pacienta je

nevhodna pro jeho biologické potieby. [19]

3.1 Klinické priznaky

V Casné fazi sepse mohou byt klinické ptfiznaky zcela nespecifické. Témétr vSechny
symptomy kardialni, zazivaci, respiracni, urinarni ¢i kozni, ale také zmény chovani mohou byt
prvni manifestaci sepse. [ 17] Kromé ptiznaka, souvisejicich s vyvolavajici pfi¢inou byva sepse
spojovana bud’ s horeckou, nizkou télesnou teplotou, rychlym dychénim, zvySenou srdecni
frekvenci, leukocytézou a edémem. [20] Mezi rané znaky patii zrychleny tep, snizené moceni
a vysoky krevni cukr. Znamky sepse zahrnuje zmatenost, metabolickou acidézu, kterd muize
byt doprovazena zrychlenym dychanim a vést k respiracni alkaldze. Dale nizky krevni tlak,
zpusobeny v disledku sniZzené vaskularni rezistence, vyssi srde¢ni vydej a poruchy krevni
srazlivosti, které mohou vést az k orgdnovému selhani. Pokles krevniho tlaku pozorovany pfi
sepsi, mize vést k Soku. To mize mit za nasledek zavraté. Mize se také objevit silné krvaceni

¢i podlitiny. [21]

3.2 Pri¢iny vzniku

Mezi nejéastéjsi primarni zdroje infekce vedouci k sepsi fadime plice, bicho a mocové
cesty. Typicky, v 50 % vsech ptipadu, se sepse rozviji v plicich. Infekce vedouci k sepsi jsou
obvykle bakterialni, ale miiZe se také jednat o plisiovou ¢i virovou infekci. Diive byly hlavni a
nejCastejs$i pfi¢inou sepse gramnegativni bakterie, avSak v poslednim desetileti se hovofi
0 grampozitivnich bakteriich. Nejcastéji se jedna o stafylokoky a pfedpoklada se, Ze zptisobuji
vice nez 50 % ptipadi sepse. Ostatni bézné se vyskytujici bakterie pii sepsi jsou Streptococcus
pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, a nékteré druhy Klebsiella. Mykotické
sepse predstavuji piiblizné 5 % piipadi téZké sepse a piipadii septického Soku. NejcastéjSim
pivodcem houbovych infekcei je druh kvasinek Candida a také nosokomialni infekce, ziskané

V nemocnicnich zafizenich. [22]
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3.3 Diagnoza

Lécba vychazi se znalosti etiologie, patogeneze i predisponujicich ¢Ciniteld
pfi respektovani jednotlivych stadii sepse. Lécba septického Soku je podstatné t€zsi nez 1écba
traumatického, hemoragického ¢i anafylaktického Soku. Jednotlivd opatfeni lze rozdélit
do nasledujicich krokd, které jsou: odstranéni loziska sepse, cilena a radikalni antibioticka
1éCba, podpora a ndhrada jednotlivych funkcnich a organovych systému, ostatni opatieni

obecného razu, specialni postupy u nékterych druhti sepsi a 1écba zédkladniho onemocnéni.

Musime mit stale na paméti, Ze vétSina sepsi ma v soucasné dobé nozokomialni ptivod,
coz M. j. znamena, ze komplikuje feSeni zakladni nemoci, pro kterou byl pacient ptivodné
diagnostikovan a léen. Na prvnim misté stoji vzdy odstranéni nebezpec¢né hypoxémie
a dosazeni hemodynamické stability atim ispravné dodani kysliku tkanim. Pak muze
nasledovat fada dalSich opatieni. Zahajeni rychlé terapie je kliCové pro snizeni umrtnosti

z diivodu tézké sepse. [21]

Béhem prvnich tii hodin pii podezdieni na sepsi by méla diagnostika zahrnovat vySetieni
poctu bilych krvinek, méfeni sérového laktatu a ziskani nalezitych kultur pfed zahijenim
antibiotické 1écby. K identifikaci ptivodce infekce by mély byt ziskany alespon dvé sady
hemokultur, za pouziti lahvi jak pro anaerobni, tak aecrobni organismy. I pfesto, ze jsou bakterie
v krvi pfitomny asi jen v30 % piipadd. Dal§i moZznym zpiisobem detekce je pomoci
polymerazové fetézové reakce. JestliZe mame podezdieni na dalsi zdroje infekce, tak by mély
byt také ziskany hemokultury z téchto zdrojii. Mtize se jednat o mo¢, mozkomisni mok, zranéni
nebo rizné respiracéni sekrety. Dale pii vySetfeni zanétlivych markerti zjistime zvySenou
koncentraci CRP, avSak nejcitlivéjsi metodou je vySetieni hladiny prokalcitoninu (PCT). Byva
zvySena nad 1,5 ng/l a odpovida 100 % senzitivité. Pfi laboratornim vySetfeni nachazime také
hypoalbuminemii, hyponatremii, poruchu gluk6zové tolerance (pacient mize mit i glykémii
vys$§i nez 10, aniz by byl diabetik). DalSim znakem je také elevance jaternich testii a

ledvinovych ukazatelll. Zvysena je i koncentrace cytokini. [23]

3.4 Patofyziologie

Rané stadium tézkych sepsi je doprovazeno systémovou zanétlivou odpoveédi. Sepse je
charakterizovand hemostatickou dysbalanci, endotelidlni dysfunkci ovliviigjici kardio-
vaskularni systém a intercelularni homeostazu. Nasledkem téchto zmén je bunécnd hypoxie

a apoptoza, ktera je projevem organové dysfunkce a dale naslednym organovym selhdnim.
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V prvnich hodinach po proniknuti infekce dochéazi ke zvySeni koncentrace cytokintt TNF-a
alL-1p a také jsou aktivovany makrofagy. DalSim z krokt je aktivace komplementu,
ke zvyseni C5 a dojde béhem prvnich dvou hodin po zapoénuti sepse. Jeho ukolem
je stimulovat makrofagovy systém a produkci prozanétlivych mediatort. Nasledné jsou také

produkovany antiinflamatorni cytokiny. [24]

Vyznamnou roli v sepsi hraje endotel, jehoz hlavni funkci je regulace cévniho tonu,
imunitni odpovédi a koagulace. Za normalnich okolnosti ma antikoagulacni vlastnosti
a produkuje vazoaktivni latky, v€etné oxidu dusnatého, endotelinu a prostacyklintl. V ptipadé
poskozeni endotelu dojde ke zvySené permeabilit¢ a naslednému uniku intravaskularni
tekutiny, coz vede k rozvoji celotélovych edémii. Disledkem aktivace dalSich latek dochézi
k systémové vazodilataci. Hypotenze a poskozeni endotelu se zvySenou permeabilitou kapilar

vede nejen ke ztraté tekutin a hypovolemii, ale i ke ztratdm albuminu extracelularné. [24]

V disledku zmén na Grovni mikrocirkulace aktivace proinflamatornich cytokinti dochazi
k myokardialni dysfunkci. Proto pacienti V sepsi mohou mit nespecificky zvySenou hladinu
troponinu. Snizena aktivita dychaciho fetézce mitochondrii miize byt pfi¢inou bunééné hypoxie
a energetického selhani s rozvojem multiorganového selhani u pacientd v septickych stavech.
Za fyziologickych okolnosti je koagulacni systém v rovnovaze s pfirozenymi antikoagulacnimi
systémy (antitrombin, protein C, protein S, inhibitor tkanového faktoru). V sepsi dochazi
ke snizeni plasmatickych hladin pfirozenych antikoagulant a v kone¢ném bod¢ k pievaze

prokoagula¢niho stavu. [24]

3.5 Diagnostika

Vyznamnymi zanétlivymi markery v krevnim obraze jsou zvyseny nalez neutrofilnich
granulocytii (40-70 %, z &ehoz 10 % jsou nezralé formy), leukocytdza nad 1 x 10°/1, leuko-
penie pod 4 x 10° /1. Odbéry se provadéji do zkumavek s protisrazlivymi ¢inidly (EDTA).
Hodnoty CRP stoupaji hlavné pti bakterialnich infekcich béhem 10 hodin, po adekvatni
antibiotické 1é€be rychle klesa k normalu. Odbér se provadi bez protisrazlivého roztoku. PCT,
jehoz hodnota normy se pohybuje pod 0,5 pg/l je pii sepsi az o 100-1000krat vyssi.
Detekovatelny je do 2-3 hodin. Je dynamictéjsi nez CRP a klesa zhruba po 20 az 24 hodinach.
Slouzi pro odliSeni bakteridlniho od virového plivodu a u zdravych jedinch jsou tyto

koncentrace nedetekovatelné.
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Cytokiny IL-6, IL-8, TNF jsou také vyznamnymi ukazateli. Hodnota normy IL-6 je
do 11 ng/l. Je to prozanétlivy faktor, stoupa umérné spolu se zavaznosti sepse. Normalni
hodnoty IL-8 jsou do 9,1 ng/l, také se jednd o prozanétlivy faktor. TNF, jehoZz normalni
hodnotou je méné jak 8 mg/l, Gi¢astnici se zvySovani permeability kapilar, aktivaci koagulace

a komplementu. V septickém stavu jeho zvySena hodnota pietrvava.

Koncentrace SAA se zvySuje az 1000krat béhem 24 hodin. Je znamkou infekce,
nadorového bujeni a u infekci vykazuje vétsi vzestup nez CRP. Dalsi zvysené proteiny akutni
faze jsou alfa-l-antitrypsin, orosomukoid, ceruloplasmin, haptoglobin. Odbéry séra se
provad¢ji bez protisrazlivého roztoku. DalSim parametrem je laktat, jehoz normalni hodnoty

jsou mezi 1,2-2,2 mmol/l, odbéry se provadéji z kapilarni ¢i arterialni krve.

Odbér hemokultur je provadén pii vzestupu télesné teploty a to zptisobem venepunkce.
Provadi se 2-3x. Odebirané mnozstvi odpovida 10-30 ml. Tento odbér je nutné provadét jesté

pted podanim antibiotik.

Odbér materialu na bakteriologické vysetfeni, naptiklad mo¢, je odebirana ze sttedniho
proudu suprapubickou punkci nebo cévkovanim. Pouziva se sterilni zkumavka a vzorek
je nutné uchovavat pfi teploté +4 °C a odeslat k vysetfeni do 2 hodin. Mezi dal$i postupy patii
také vySetfeni sputa, vytér z kone¢niku a hornich a dolnich cest dychacich. Vytér z cest
dychacich se rutinné provadi nala¢no nebo 2-3 hodiny po jidle. Vytér z chorobnych lozisek
aran je provadén tamponem, ktery je napuStény deoxycholatcitritovym agarem za piisné
sterilnich podminek. U téchto vytéra je pravidlem neskladovat v lednici, vzorky je potieba
odeslat do 3 hodin. Punktat a hnis je odebiran do sterilnich zkumavek, skladovan pii teploté +4
°C a odeslan k vysetieni do 1 hodiny od odbéru. [24]
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4. Prokalcitonin

Rozvinuté bakterialni infekce mohou mit za nasledek sepsi. Sepse s akutni organovou
dysfunkci je velkou hrozbou pro zZivot. V¢asna diagndza bakterialni infekce je nadmiru dilezita.
Nicméné, néktefi pacienti s infekci maji minimalni nebo dokonce zadné piiznaky ¢i znamky
tohoto onemocnéni. Rozsifené podavani antibiotik vSem témto pacientim souvisi s problémem
nasledné rezistence bakterii vici antibiotikim. Je zapotiebi u¢inné a presné biochemické
diagnostiky. V tomto pfipad¢ nastupuje pted nedavnem objeveny PCT, jako marker bakterialni
infekce u kriticky nemocnych, vyvolavany sepsi a infekci, ktery je detekovatelny v plasmé

pacientl. [25]

Tento protein za normalnich okolnosti tvoii C-bunky stitné zlazy jako prekurzor hormonu
kalcitoninu. PCT vSak nemé zddnou znamou hormondlni aktivitu. V okamziku bakteridlni
infekce a sepse se nachazi v krvi. V tomto piipad¢ jej produkuji i jiné dalsi bunky jako jsou
monocyty, neurokrinni buniky a makrofagy. Nejdulezitéjsi je, Ze jeho hladina poukazuje na
uroven zavaznosti sepse. PCT je velice citlivy a specificky marker zanétu s porovnanim s CRP
nebo hodnotou bilych krvinek. Vyznam tohoto markeru v této dobé velice rychle vzrista

a vySetieni hladiny PCT patii k laboratorni ruting. [26]

4.1 Historie

V roce 1975 byl objeven intracelularni prekurzor kalcitoninu — preprokalcitonin a jeho
S§tépné produkty, jejichz soucasti je pravé PCT. Od roku 1981 popisujeme strukturu PCT jako
glykoprotein. Prvni publikace o vyuziti PCT v akutni medicin€ pochazeji z roku 1993, kdy
Assicot a kol. zaznamenali extrémné vysoké hodnoty plasmatického PCT u pacientli se sepsi.
V roce 1994 byl bakterialni lipopolysacharid (LPS) oznacen jako hlavni stimulator tvorby PCT
béhem zanétlivého onemocnéni. Az v roce 2000 nastava objasnéni hlavniho zdroje zanétlivého
PCT. Bylo zjisténo, ze nejvyssi tvorba je v jaternich bunkach. V roce 2001 Weglohnen
a kolektiv pfisli na to, ze zanétovy cirkulujici PCT neni peptid slozeny ze 116 aminokyselin,
jak se diive domnivalo. Je tvoten jen 114 aminokyselinami a na jeho N-konci se nevyskytuje

dvojice alanin—prolin. Tento fakt mtize mit svoji dilezitost pii dal$ich badanich. [27]
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4.2 Biochemicka charakteristika

Jedna se o bilkovinu sloZenou ze 116 aminokyselin s molekulovou hmotnosti 13 kDa a je
tvofena jako prekurzor hormonu kalcitoninu. Diky neenzymatickému $tépeni je molekula PCT
rozdélena na 3 naésledujici Casti: kalcitonin (32 AMK), déle katakalcin (21 AMK) a N-
terminalni fragment, zvany aminoprokalcitonin (57 AMK). Na 60. az 90. pozici fetézce PCT je

zahrnuta sekvence kalcitoninu, kterou mizeme vidét na obrazku 2. [28]
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Obrazek 2. Struktura prokalcitonu [29]

Roku 1989 byla tato sekvence popsana. Na 32-AMK useku je sekvence aminokyselin
v PCT shodna s kalcitoninem. [18]

Prokalcitonin fadime do skupiny proteint, které jsou piibuzné s kalcitoninem. Do této
skupiny patiti CGRP | a CGRP Il (peptidy ptibuzné kalcitoninu), amylin, adrenomedullin,

kalcitonin s jeho prekurzory, z nichz jeden je prokalcitonin.

CGRP | a mRNA prekurzory kalcitoninu I a II jsou kédovany CALC-I genomem
na 11 chromosomu. Tento gen tedy koduje produkci Kalcitoninu, PCT-I, PCT-II [26].

S nejvetsi pravdépodobnosti je 1 zodpovédny za vznik PCT, jako marketu akutni faze.
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Informace, které jsou obsazeny v t—-RNA (primarni) jsou pfenaseny do riznych m—RNA podle
aktualniho ptedepsané¢ho exonu na CALC-I genu. CALC-I kéduje preprokalcitonin, jehoz
sekvence podléha proteolytickému Stépeni za vzniku prokalcitoninu. Jiny sestith m—RNA

z CALC-I by vedl ke vzniku rodiny peptidic CGRP, patfici mezi vazoaktivni peptidy. [30]

CGRP II vznika z genu CALC-II, kédovaném na 11 chromosomu. Adrenomedullin je

také kddovan na chromosomu 11, zatimco amylin na 12. Produkce CGRP se zvySuje pfi sepsi,

podobn¢ jako u PCT.

Vsechny tyto proteiny jsou vylu¢ovany k ziskani ptistupu do Golgiho systému a zpocatku
vyrabény v tzv. pro-pro formé, sestavajici piiblizn¢ ze 100 AMK. Kromé toho obsahuji
2 cysteinové zbytky, slouzici k vytvotfeni disulfidového mistku. Déle obsahuji 2 mista
ke $tépeni proteinu a mohou byt zpracovany za vzniku 35 amind, které mohou byt amidovany.
Produkty Stépeni jsou biologicky aktivni a vazané na specifické receptory. Pro PCT to vsak
jesté doposud nebylo potvrzeno. Vzhledem k témto spole¢nym znakiim mohou byt ¢lenové této
skupiny bilkovin oznacovany jako kalcitoninova genové rodina. Tato kalcitoninova rodina je
tvofena piinejmenSim 4, vsouCasné dobé znamymi geny s homolognimi sekvencemi

nukleotidi. [26]

4.3 Kinetika

Bylo prokazano, Ze bakteridlni lipopolysacharid (LPS) je silnym spoustéem pii
uvoliiovani PCT do ob¢hového systému. Tohle vylouceni vSak neni spojeno se zvySenim
kalcitoninu. Hladina PCT se zvysuje za 3—4 hodiny a vrcholné koncentrace dosahuje piiblizné
za 6 hodin. Hladina pak dale pfetrvava az 24 hodin. Prokalcitonin je degradovan specifickou
proteazou a ma sérovy polocas rozpadu od 25 do 30 hodin. Naproti tomu, hladina CRP vzroste
mezi 12-18 hodinou béhem bakterialni infekce. PCT reaguje rychleji nez CRP. U zdravych
jedinct jsou hladiny PCT velmi nizké, obvykle pod 0,1 ng/ml. U virovych infekei je hladina
PCT mirné zvySena az nal,5ng/ml, ale u bakteridlnich infekci miZe hladina ptekrocit
i 1000 ng/ml. PCT je idealni ukazatel bakterialni sepse [31]. Ma vysokou stabilitu v séru
aplasmé ex vivo, coz ho ¢ini zvlast¢ vhodnym pro rutinni laboratorni vysetfeni. Hladina
cirkulujictho PCT se sniZi na polovinu denné, jestlize je infekce kontrolovana imunitnim

systémem hostitele nebo antibiotickou terapii. PCT byl také doporucen pro sledovani priibéhu
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onemocnéni a odpoveédi na 1é¢bu. Porovnani riiznych biomarkerti zanétu mizeme vidét

na obrazku 3. [32]

Koncentrace v
plasmé (ng/ml) PCT

\

0 | 2 6 12 24 48 72
Cas (hod.)

Obrazek 3. Kinetické profily riznych biomarkera bakterialni infekce [33]

4.4 Ukazatel septickych stavii

Kriticky nemocni pacienti se €asto projevuji SIRS. Jestlize dojde k systémové zanétové
odpovédi organismu na pfitomnost infekce, kterd je bud prokazand, nebo na ni méame
podezieni, tak tento stav Ize oznacit jako sepse. VySetieni CRP ¢i poétu bilych krvinek postrada
diagnostickou ptesnost a mohou byt nékdy zavadejici. VEtSina klasickych prozanétlivych
cytokinti, napf. TNF-a, IL-1, IL-6 se zvysuji pouze krétce nebo prerusované. Umrtnost kvili
sepsi ziistava vysoka, z diivodu opozdéné diagnozy a 1é¢by. Diferencialni diagndza infekce a
sepse ma prvorady vyznam. Nedavno, v pokusu o zlepSeni soucasné definice SIRS a sepse,
bylo navrzeno zahrnout PCT do dalsi diagnostiky jako nastroj pro vylepSeni a urychleni
obtiznosti klinické diagnézy. V sepsi se zvySuji hodnoty PCT azZ n€kolik tisickrat a toto zvySeni
koreluje se zavaznosti onemocnéni. Existuje celd fada studii a recenzi, které ukazaly vynikajici

diagnostickou piesnost PCT ve srovnani s jinymi parametry. Tento diagnosticky vyznam PCT
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byl prokédzan u riznych infekci, jakymi jsou meningitidy, infekéni endokarditidy, pankreatitidy,

malarie, urosepse ¢ a dalsi. [34]

Variabilita v Klinickém vyjadieni infek¢ni endokarditidy ¢ini diagndézu vyzvou. PouZiti
soucasnych zobrazovacich technik v diagnostice infek¢éni endokarditidy je také dost
neoptimalni. Pfi akutni infekéni endokarditidé jsou hodnoty PCT vyrazné vyssi. Studie
prokazaly, ze PCT je jedinym vyznamnym a nezavislym ukazatelem akutni infekéni
endokarditidy. Diagnosticka piesnost byla srovnatelna s natriuretickym peptidem typu B, ktery
je pouzivany k diagnostice srde¢niho selhani. Pouzitim mezni hodnoty 2,3 ug/l pro dia-

gnostiku akutni infek¢éni endokarditidy méla citlivost 81 % a specifitu 85 %. [35]

Pacienti s edematdzni nebo toxickou pankreatitidou maji snizenou koncentraci PCT,
zatimco pacienti s infekéni pankreatitidou maji hodnoty velmi vysoké. To je zvlasté uzitecné

pro monitorovani téchto pacientu. [36]

Udaje o klinickém pouziti PCT pii divertikulitidé nebo jiné gastrointestinalni infekci
nejsou znamy. U pacientli s lokalizovanou infekci je PCT obvykle nizsi ve srovnani s gene-

ralizovanou infekci. Také zvySeni nalézame u infekénich artritid u dospélych. [37]

PCT je také uzZite¢nym indikatorem zavazZnosti bakterilnich infekci. Ve tech studiich
byly hlaSeny trvale zvysSené koncentrace PCT, spojené se selhanim a mortalitou vice organt
udéti s bakterialni sepsi. Nicméné, Hatherill a kol. uvedli, ze jediné méfeni PCT
je neadekvatnim nastrojem pro prognozu, a ze sériova méfeni PCT mohou mit vétsi hodnotu
pfi sledovani odpovédi na lécbu pii septickém Soku. PCT je vynikajicim ukazatelem

pro zavazné, invazivni bakterialni infekce u déti. [38]

Prokalcitonin ma svoji nenahraditelnost zejména v terapii tézkych a zivot ohrozujicich
infekcich. Jako jsou naptiklad akutni a chronické peritonitidy, flegmoény, pneumonie a infekce
meékkych tkani. Pneumonie je popisovana jako zanét plicniho parenchymu, ktery je casto
zpiisobeny bakteridlnim agens. Tyto bakterie lze odhalit rychlym narGstem hladiny PCT.
Nasledné musi byt zahajena antibioticka 1écba, protoze pii opozdeéni vetsi nez 8 hodin, byva

spojena s vyssi mortalitou. [34]

PCT je také vyznamnym markerem u pacientll infikovanych virem HIV, jeho hladina
nebyla zvySena u pacientll zasazenych sekundarni infekci jako je Pneumocystis carinii, virové
infekce, cerebralni toxoplasmoza, plisiiové infekce, zhoubné nddory a mykobakterialni infekce
ani béhem posledniho stadia nemoci. K jeho zvySeni doSlo pouze u téchto pacientl v bakterialni

sepsi.
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Infekce mocovych cest jsou béznym problémem déti i dospélych a piesna diagnoza
je obzvlasté dilezita, aby se zabranilo tvorbé parenchymalnich jizev. Tyto jizvy pak mohou
zpusobit hypertenzi nebo chronické renalni selhani v dospélosti. Bylo prokazano, ze PCT

koreluje se zavaznosti renalnich jizev u déti. [31]

Pokud dojde Kk prodélani mechanického trauma, zpisobi to zvySenou hladinu PCT
Vv zévislosti na zavaznosti tohoto stavu. Tato hladina ndsledn¢ klesa. PCT je citlivym markerem
sepse a syndromu MODS. Rutinni analyza PCT je velice uZite¢na pro v¢asné rozpoznani
posttraumatickych komplikaci. Sekundarni vzestup PCT by naznacoval nadmérnou bakterialni

sepsi. [39]

4.5 Zdroje prokalcitoninu béhem sepse

Za normalnich okolnosti dochazi k tvorbé prokalcitoninu v C-buinikach s§titné zlazy.
Prokalcitonin, ktery detekujeme v plasmé béhem zanétu, nepochdzi ze stitné zlazy. D4 se to
vysvétlit tim, Ze u pacientil 1 po odstranéni §titné zlazy PCT normalné€ detekujeme. Vyznamné
mnozstvi prokalcitoninu bylo vyvolano béhem leukopenie u pacienta s imunosupresivy.
Podobné mnozstvi bylo také detekovano v perifernich leukocytech. Vzhledem k tomu,
ze pomérné vysoké hladiny PCT byly naméteny v jaterni tkani, povazuje se za hlavni zdroj
prokalcitoninu béhem sepse a infekce. Mezi dal$i zdroje PCT patii celd fada somatickych
bun¢k, jako jsou neuroendokrinni buiikky plic a stfev nebo monocyty a bunky

parenchymatdznich organd. [26]

4.6 Regulace

Regulace §titné zlazy a prokalcitoninu, jako bilkoviny akutni faze, jsou zasadné odlisné.
C-bunky stitné zlazy reaguji na zvyseni hladiny vapniku. Stejné tak i na fadu dal$ich stimulu,
jako jsou glukokortikoidy, CGRP, glukagon, gastrin nebo p-adrenergni stimulace.
Somatostatin a vitamin D potladuji produkci kalcitoninu. Zadna hyperkalcémie ani jiné podnéty
z vyse uvedenych nevedou k uvolnovani PCT behem zanétu. Produkce PCT béhem zanétu je
spojena s bakterialnim endotoxinem a zanétlivymi cytokiny. To bylo prokazano rychlym
vzestupem hladiny PCT po aplikaci injekce s endotoxinem, jako nejvice u¢innym stimulatorem
uvolnovani PCT do ob¢hu. Po podani endotoxinu se hladina TNF zvysuje a dosahuje svého

vrcholu za 90 minut a IL-6 maximalni koncentrace za 180 minut. Na rozdil PCT reaguje po 3—
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6 hodinach a vrcholu dosahuje za 6-8 hodin. Diky dlouhému polocasu rozpadu jeho
koncentrace pietrvava 12-48 hodin. Diky témto studiim lze tedy fici, ze PCT stoupa nékolik
malo hodin po zvySeni TNF-a a IL-6, ale jesté pted vzestupem CRP. Podavani TNF, IL-1, IL-
2 a IL-6 vede také ke zvySeni PCT. Mechanismy odpovédné za tyto reakce nejsou zndmy.
Pouze se predpokladé, ze pomoci cytokinti dochazi k blokaci proteolytického sté€peni PCT na
kalcitonin v endoplasmatickém retikulu. Nicmén¢, misto produkce cirkulujiciho PCT je odlisné

v

a moznosti jeji regulace jsou rozmanitéjsi. [40]

4.7 Prokalcitonin v diagnostice

Idedlni biomarker by mél rozliSovat mezi riiznymi stadii bakterialni infekce, pomahat pfi
1é¢b¢ a poskytovat informace o progndéze. PCT neni Uplné¢ dokonalym biomarkerem,
ale nejlepsim dostupnym prostiedkem pro individualni rozhodnuti o 1é¢bé. Mezi hlavni role

PCT v diagnostice patii [41]:

e Diferencidlni diagnostika zéanétlivych onemocnéni a horecek
neznamého pivodu, jako je ARDS bakterialni a nebakterialni
etiologie, odliSeni biliarni a toxické pankreatitidy, odliSeni
zanétlivych komplikaci pacientti SLE.

e Monitorovani kriticky nemocnych, pozoruji se vysoké nebo rostouci
hladiny, bakterialni kompilace.

e Kontrola terapie a prubéhu bakterialnich infekci, vyvoj hladiny
odrazi imunitni odpovéd’ na infekci.

e Diagndza bakterilni infekce u imunosuprimovanych osob.

e Hodnoceni prognozy pacientli, maximalni hladina PCT u MODS,
sepse, nekrotizujici pankreatitidy, doba zvySeni koreluje se Spatnou
progndzou pacienta.

e U novorozencu je po porodu vzestup PCT s maximem za 24 hodin a
béhem 48 hodin dochazi k poklesu hladiny na obvyklé hodnoty [42].

Velmi vysoké hladiny PCT lze pozorovat pifi meduldrnim karcinomu S§titné Zzlazy
a malobunééného karcinomu plic. Tento test se k diagnostice ani k monitorovani tohoto stavu

nepouzivd. PCT test se nepovazuje za nahradu provedeni jinych laboratornich testt.
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Spise poskytuje dalsi informace, které umoziuji rychlej$i zahajeni nebo ukonceni 1éCby.
Vcasna detekce systémovych bakteridlnich infekci, véetné bakteridlni pneumonie je velice
dulezita. Tyto stavy mohou byt zivot ohrozujici. Pouzitim ATB v nebakterialnich podminkéach
muze zpisobit zpozdéni pii spravné 1€cbé a vést k vétSimu poctu bakterialni rezistence na ATB.

[43]

4.7.1 Mnohocetny myelom

Rychlé rozliSeni etiologie teplot u onkologickych pacienti ma dilezitou roli, jelikoz
nasledné zvolené terapeutické postupy se zasadné lisi a nespravné rozhodnuti by mohlo vést
K poskozeni nemocného. CRP je znamy jako senzitivni marker zanétu, ale jeho vyuziti omezuje
nizka specifita. U pacientl s infekénimi a neinfekénimi teplotami neni znaény rozdil v medidnu
hodnoty CRP. Proto je tento parametr vtomto piipadé nevhodny pro diagnostiku. U
hematoonkologickych nemocnych se nelze fidit béznymi laboratornimi ukazateli, jako je
naptiklad leukocytdza s posunem v diferencidlnim rozpoctu a to vzhledem k jejich moznému
ovlivnéni. Piikladem je leukopenie po 1é€bé& ¢i leukocytoza pii lécbé kortikoidy. PCT je
vhodnym markerem k odliSeni piivodu teplot u hematoonkologickych pacienti. Hodnota PCT
u pacientd s neinfek¢nimi febriliemi je velice nizka (pod 0,1 ng/ml) naopak velice vysoka
Vv ptipadé zavaznych infekci (6-50 ng/ml). Podezieni na neinfekéni etiologii teplot je nutné
zvazit vzdy u pacientli s tumory, které maji velky bunécny obrat-typicky u malignich lymfom,
ale i u mnohocetnych myelomii. Pokud je pacient v celkové dobrém stavu, bez znamek infekce,

je nutné poptemyslet o mozné souvislosti s aktivitou nadorového onemocnéni. [44]

4.7.2 Interstinalni ischemie

Hladina PCT v séru je klinicky vyznamna pro diagnozu stfevni ischemie a muze byt
vysvétlena na zakladé patofyziologie tohoto stavu. Ischemie je definovéana jako pokles pritoku
krve cévami. Zanétliva reakce pak spousti uvoliovani reaktivnich druhti kysliku, coZ naopak
podporuje sekreci TNF-o a IL-6. Vysledny oxida¢ni stres ovliviiuje stifevni sliznici
a enterocyty, ¢imz se snizuje propustnost stievni stény. Plvodné prospéSné bakterie
Vv gastrointestinalnim traktu (Escherichia Coli, Lactobacillus species, Klebsiella) vytvareji
bakteridlni endotoxiny, které nakonec podporuji uvoliovani prokalcitoninu do krevniho ob&hu.

V soucasné dobé€ byl jako marker stfevni ischemie navrZzen prokalcitonin. Podle uskuteénénych
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studii o pouziti v diagnostice stfevni ischemie byla citlivost a specifita PCT vySsi nez 70 % a
jeho negativni prediktivni hodnota byla vice nez 80 %. Sérova hladina PCT poskytuje 1€kati
informace o piitomnosti reverzibilnich ischemickych poranéni a moznosti identifikace

pacientdl, vyzadujicich okamzitou 1é¢bu nebo peclivé sledovani. [45]

4.7.3 Neonatalni a meningokokové infekce

Novorozenecka sepse, klinicka porucha vyvolana bakteridlni infekci krevniho ob¢hu
U novorozencu je jednim ze zavaznych globalnich problémil vetejného zdravi. Proto je velice
dilezité je tesit. Vice nez 1 milion odhadovanych umrti novorozenct za rok se vyskytlo
v disledku zévaznych infekci. Klinické komplikace neonatdlni sepse mohou byt spojeny
s bronchopulmonalni dysplazii, ductus arteriosus a nekrotizujici enterokolitidou. Klinicka
diagnostika a l1é¢ba neonatdlni sepse je velmi komplikovand. Béhem poslednich let doslo
k velkému rozvoji nového markeru—-prokalcitoninu, ktery tuto diagnostiku velice usnad-
nuje. [46]

Hodnoty PCT jsou nezavislé na gestacnim veéku. Ukazuje 92 % citlivost a specifitu 97 %.
Déle 94 % a 96 % pozitivnich a negativnich prediktivnich hodnot [47]. Urovné PCT se fale$né
zvySuji pfi neinfekénich podminkéch, jako je porodni asfyxie, neonatdlni hypoxémie a

intrakranialni krvaceni [48].

Navzdory zavedeni nové konjugované vakciny proti meningokokiim typu C, zistava
meningokokova nemoc (MCD) pfic¢inou velké umrtnosti. Meningokok je bakterie, ktera se
bézné vyskytuje v lidské populaci a zpisobuje nejzavaznéjsi infekéni nemoc. NejvEtsi procento
ptipadi infekce je ve veékové kategorii 1-4 roky, ale vyjimkou nejsou ani dospéli jedinci.
Existuji dikazy, Ze imrtnost na tuto chorobu klesa, je vSak velice dilezita rychla diagnoza a
lécba. Presna produkce PCT v téle neni znama, ale za hlavni misto produkce jsou povaZzovana
jatra. Bylo prokazéno, Ze lidské hepatocyty produkuji velké mnoZstvi PCT po TNF-a a IL-6.
Koncentrace v krvi jsou velice nizké. U virovych infekci jsou mirné zvysSeny, naproti tomu
U bakteridlnich mohou byt koncentrace az 500 ng/ml. To znéj déla idealni marker pro
diferenciaci bakterii od virovych infekci. Prokalcitonin je velmi konkrétnim a citlivym

ukazatelem pro meningokokovou infekci u déti, v porovnani naptiklad s CRP. [49]
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4.7.4 Onkologicka onemocnéni

Neuroendokrinni naddory mohou vykazovat vysoké hladiny prokalcitoninu v séru. Byla
stanovena souvislost mezi hladinou PCT a klinickym prub&éhem téchto nadort. Matzaraki a kol.
ve své studii zjistili, ze zvySené koncentrace PCT se nachazeji u pacientti s rakovinou,
S metastatickym onemocnénim. Vyznamné zvySené hladiny prokalcitoninu se nachazi u téchto
malignit: rakovina tlustého stfeva, stitné Zzlazy, prostaty a urogenitdlniho traktu. Dale u
leukémie, lymfomi a malobunécného karcinomu plic. Dale bylo zjisténo, ze vyssi hladiny PCT
byly naméfeny u pacientll s hematologickymi malignitami nez u pacientl se solidnimi nadory.

Zejména u pacientd s leukémii v porovnani s karcinomem prsu. [50]

Pacienti s rakovinou, ktefi jsou léCeni chemoterapii, maji Casto obdobi s neutropenii
a snizenou imunitni odpovédi na bakteridlni infekce. Doporucuje se, aby koncentrace PCT
Vv plasm¢ byly méfeny a interpretovany v dasledku velké mortality a morbidity tohoto

onemocnéni. [51]

4.7.5 Novy biomarker pro kardiology

Posledni dobou pocet vySetfeni prokalcitoninu roste u pacientll s kardiovaskuldrnimi
poruchami, vcetn¢ srde¢nich selhdni, podezdieni na endokarditidu a akutni koronarni
syndromy. V téchto klinickych situacich mize PCT poskytnout diagnostické informace
jako je dyspnoe. Miize mit také prognostickou hodnotu a vést k 1écebné terapii. Pacienti
s kardiovaskularnim onemocnénim se Casto setkavaji s nespecifickymi pfiznaky, jako je bolest
na hrudi, duSnost, poceni a uzkost. Zatimco tyto ptfiznaky mohou souviset s fadou moznych
akutnich kardiovaskularnich ptihod, naptiklad s akutnim korondrnim syndromem nebo akutnim
srdeCnim selhanim. Pro kardiologa, ktery posuzuje pacienty s vySe uvedenymi ptiznaky,
zUstava prioritou v€asné vylouceni bakterialni infekce. Dtlezité vSak je zjisténi n¢kolika studii,
ze PCT ma velkou souvislost s bakteriemi. Hlavni diagnostické kritérium pro endokarditidu.
PCT je slibnym markerem pro hodnoceni pacientii s moznou endokarditidou, diky jeho vysoké
citlivosti a specifité. [52] Hodnoty PCT v séru po nekomplikovaném srde¢nim chirurgickém
zakroku zvy$uji abéhem 24 hodin dosahuji vrcholu. Spi¢kové hodnoty méfené
imunoluminiscenénim testem jsou vrozmezi 5-7 ng/ml. Dale byly i vyssi hodnoty

zaznamenany po operaci chlopni a hrudni aorty nez po operaci bypassu koronarni arterie. [53]
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4.7.6 Zanétlivé onemocnéni slinivky briSni a ledvin

Pankreas organ travici soustavy, ktery vylucuje n€kolik pro Zivot dulezitych travicich
enzymu a hormonti. Akutni pankreatitida je nahly zanét pankreatu, ktery mize vést az k jeho
destrukci, tzv. pankreatické nekréze. VySetteni hladin PCT a CRP miiZe byt pouzito ke zjisténi,
zda osoba s akutni pankreatitidou ma pankreatickou nekrozu. Je tedy velkym pfinosem pro
diagnostiku tohoto onemocnéni. NejcastéjSimi pfi¢inami akutni pankreatitidy jsou zluCové
kameny nebo konzumace alkoholu. [54] Po celém svété doslo k velkému nartstu akutni
pankreatitidy. Navzdory zlepSeni pfistupu k péci, vySetifovacim a zobrazovacim technikam

je akutni pankreatitida spojena s vyznamnou morbiditou a mortalitou. [55]

Infekce mocovych cest patii mezi nejcastéjSi bakteridlni infekce nezavislé na veku.
Az 150 miliond lidi béhem jednoho roku po celém svété onemocni touto chorobou. Nejéastéjsi
indikaci v 1é¢bé je predepisovani antibiotik v primarni péci, coz vyvolava v klinické praxi
problémy. Tyto problémy souvisi s vysokou prevalenci, recidivou a rezistenci na ATB. [56]
Pfesna diagndza a Casna 1écba je rozhodujici kviilli moznému vzniku septikémie. Jako sérovy
biomarker, pouZivany pro diagnostiku a hodnoceni zavazZnosti infekce mocovych cest je PCT.
Uzite¢nost sérového méteni PCT spociva v diferenciaci onemocnéni dolniho mocového ustroji

od pyelonefritidy a byl pfedmétem nékolika nedavnych studii. [57]

Prokalcitonin je také nejvice studovanym biomarkerem v oblasti spravy antibiotik. Byl
testovan jako pomoc pfi zahdjeni anebo piferuSeni lécby antibiotiky u déti, tak 1 dospélych
s odlisnymi zdroji infekce. VV kombinaci s dalsimi klinickymi markery mtize byt PCT ¢im dal

vice uzite¢néjsi. [58]
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4.8 Prokalcitonin versus CRP

Nejbéznéji se v klinické praxi k diagnostice zanétu pouzivaji markery CRP a PCT. Oba
parametry patii k reaktantim akutni faze a pisobi jako regulatory zanétlivého procesu. Reakce
akutni faze je pocatecnim obdobim systémové zanétlivé odpovédi. Jde o reakci na poskozeni

tkané traumatem ¢i infekci.

CRP nejbéznéjsi laboratorni marker, pouzivany k vyhodnoceni systémové zanétlivé
reakce nainfekéni agens. Rutinné se pouziva u pacientll s akutni sepsi jako diagnosticky
a monitorovaci marker. Je syntetizovan v jatrech a je soucésti imunitniho obranného systému.
CRP je citlivy parametr, ale nespecificky. Ke stimulaci sekrece CRP sta¢i pomérné mala
zanétliva reakce, nejen bakteridlni, ale také virdzy i1 neinfek¢ni zanéty. Patologické hodnoty
jsou 100-200 mg/den, ale mohou byt i vyssi. Maximalnich hladin dosahuje za 24-48 hodin,
zatimco u PCT béhem 6-14 hodin. CRP ma tedy pomalou kinetiku s opozdénym vzestupem
a dlouhodobym pretrvavanim zvySenych hladin. Nespornou vyhodou je stabilita in vitro,
umoznujici rutinni stanoveni v séru. Prokalcitonin je spolehlivéj§im parametrem nez CRP, coz
umoziuje i lepsi diferenciaci. PCT je uzite¢nym v¢asnym diagnostickym markerem pro detekci
bakteriémii. Spole¢né vysetieni hodnost CRP a PCT vyznamné pfispiva k uspéchu diferencialni
diagnostiky i cilené terapii, zejména u kriticky nemocnych. Rozdily mezi PCT a CRP mzeme

vidét v tabulce 2 a tabulce 3. [59]

Tabulka 2. Srovnani CRP a PCT [59]

Zanétlivy Lokalni bakter. | Virova infekce | SIRS Sepse Akutni rejekce | Operaéni trauma
ukazatel infekce

CRP ++ ++ ++ +++ ++ ++

PCT - - + +++ - +

Legenda: — normalni koncentrace, + mirné zvysena koncentrace, + + stfedné zvySena koncentrace, + + + velmi

vysoka hladina
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Tabulka 3. Srovnani CRP a PCT [59]

Zanétlivy Biologicky pologas | Cas max. vzestupu | Farmakokinetické Stabilita in vitro
ukazatel hladin vlastnosti
CRP 48 hodin 24-48 hodin Pretrvava i po Dobra
odeznéni zanétu
PCT 25-30 hodin 6-14 hodin Po odeznéni Dobra
stimulace klesa
0 30-50 % za den
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5. Stanoveni prokalcitoninu

Stanoveni PCT se provadi ze séra nebo plasmy, odebraného standardnim odbérem
veno6zni krve s pouzitim antikoagulacnich prostiedki jako je EDTA, citronan nebo heparin. Jiné
lidské vzorky nelze pouzit. Pfi pokojové teploté dojde k rozlozeni 2 % vzorku béhem dvou
hodin a 10 % b&hem prvnich 24 hodin od odbéru vzorku krve. Vzorek PCT Ize skladovat az 4
tydny pti —20°C a dlouhodobé pii —80°C. K transportu se pouzivaji zkumavky se separacnim
gelem. [60]

Odbér zilni krve se provadi vétSinou rano, nejlépe nalacno. Po desinfekci a vpichu jehly
obvykle do loketni jamky zdravotni sestra odebere podle ordinovanych vySetfeni potiebné
mnozstvi krve. Po ukonceni odbéru krve je potieba ranku po vpichu piekryt sterilnim tamponem
a mirnym tlakem prstu na loketni jamku zabranit dal$imu krvaceni. Pfed odbérem je nutno
dodrzet nasledujici pokyny. Pfed odbérem je nutné alesponi 12 hodin la¢nit a vecer je vhodna
lehka vecefe bez masa a mléénych vyrobkli. Dodrzujeme normaélni pitny rezim
a nekonzumujeme alkoholické napoje a nekoufime. Vyhneme se nadmérné fyzické namaze.
Réno, pfed odbérem je vhodné vypit Salek neslazeného caje ¢i vody. Také po domluvé s

oSetiujicim lékafem piipadné vynechejte rano v den odbéru 1éky, které vSak lze vynechat. [61]

Hemolyza vadi vét$in€ biochemickych vySeteni — fada latek piejde z erytrocytti do séra
¢i plasmy nebo zbarveni Casto interferuje s vySetfovacim postupem. Aby nedoslo k hemolyze

je nutno piedejit t€émto situacim uvedenym v tabulce 4.

Tabulka 4. Chyby pfti odbéru krve [62]

Chyby pfi odbéru krve

Znecisténi jehly nebo pokozky stopami jeste tekutého desinfekéniho prostifedku

Pouziti Gzké jehly, kterou je krev nasilné odebirana

Krev se nechala stékat po povrchu kiize a pak se chytala do zkumavky

Prudkeé tfepani krve ve zkumavce

Pfi neSetrném transportu vzorku

Uskladnéni plné krve v lednici

Zmrznuti vzorku krve

Prodlouzeni doby mezi odbérem a dodanim do laboratote

Pouziti nespravné koncentrace protisrazlivého prostiedku
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Tabulka 5. Chyby pfi transportu a skladovani vzorku [62]

Chyby pfi transportu a skladovani vzorku

Pouzity nevhodné zkumavky

Pouzilo se nespravné protisrazlivé ¢inidlo nebo nespravny pomér v plné krvi

Zkumavky s materialem byly nedostate¢né oznaceny

Zkumavka s materialem byla potiisnéna krvi

Uplynula dlouh4 doba mezi odb&rem a oddélenim krevniho kola¢e od séra nebo plasmy

5.1 Metody stanoveni prokalcitoninu

Pozadavky na vysSetfeni PCT pfichazeji z riznych oddéleni. Znacnou ¢ast tvoii pacienti
Z jednotek intenzivni péCe. Nejveétsi procentudlni zastoupeni stanoveni PCT podle diagnézy
tvoii nddorova onemocnéni, dale pankreatitidy a jina stfevni onemocnéni, hore¢ky, pneumonie,
infek¢éni onemocnéni a v posledni fadé také Urazy a popdleniny. Pro stanoveni PCT existuje
fada komercné dostupnych diagnostickych souprav, zaloZenych na principu imunoanalyzy.
Protilatka dostupna na trhu je patentovana vyrobcem BRAHMS (Henningsdorf, Némecko). Pii
stanoveni slouzi dvé protilatky proti oblasti 90-106 aminokyselinového fetézce (katakalcinu)

a oblasti 70-76 aminokyselinového fetézce (kalcitoninu). [63]

5.1.1 Semikvantitativni imunochromatograficky test

Jako POCT (point—of care testing) technika stanoveni se vyuziva orientaéni PCT-Q test.
Stanoveni se provadi ze séra ¢i plasmy. Jde o semikvantitativni stanoveni. Tento test trva
pfiblizn€¢ 30 minut a mnozstvi PCT lze stanovit dle intenzity zbarveni vzniklého
imunokomplexu jako < 0,5 ng/ml, 0,5-2 ng/ml, 2-10 ng/ml a nad 10 ng/ml. Spolehlivost testu
se uvadi 85 %. [63]

Tento test je provadén na specialni desticce (viz. obrazek 4 a obrazek 5), vyrabéné firmou
BRAHMS. V systému jsou pozity dvé protilatky, prvni je monoklonalni protilatka s koloidnim
zlatym konjugatem mysi-anti-katacalcin—protilatkou (Tracer). Druhou polyklonalni
protilatkou je anti—Kkalcitonin. Po aplikaci vzorku na desti¢ku dochazi ke vzniku imunokomlexu
S Tracerem. Dale dochazi k jeho vzlinani do testovaciho prostoru, kde dojde k jeho fixaci na

polyklonalni protilatku za vzniku sendvi¢ového imunokomplexu. Intenzita zabarveni testovaci
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zoOny se odecita proti referencni barevné skéle. O spravnosti méfeni se miizeme presveédEit diky
kontrolnimu prouzku. [64]
Do kulaté dutinky napipetujeme 200 pl séra nebo plasmy. Inkubujeme pii pokojové

teploté. Ur¢ime koncentraci PCT podle vzniklého zabarveni testovaci zony vici referenénim

hodnotam. [65]

Obrazek 4. Diagnostické desti¢ka ke stanoveni PCT [66]

Obrazek 5. Referenc¢ni karta pro porovnani vysledku [67]

5.1.2 Imunoluminiscen¢ni test

Nejcastéji pouzivany test vyuziva sendvicové imunoluminiscen¢ni metody. Principem
této metody je pouziti dvou specifickych monoklondlnich protilatek, z nichz jedna vaze C-
koncovou oblast (katakalcin) a druhd je luminiscen¢né znacena esterem akridinia a vaze se na
kalcitonin. Vnitini povrch zkumavky je pfedem potaZen katakalcitoninovou protilatkou, ktera
se navazuje na PCT v pacientové vzorku. Vytvafi se sendvicovy komplex. Intenzita signalu je

méfena pomoci luminometru, kterd je pfimo umérnd koncentraci PCT. Detekéni limit je
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0,1 ng/ml, k vysetieni je pozadovano 20 ul plasmy a stanoveni mtize byt provedeno do 2 hodin.
[31]

Obrazek 6. Luminometr LB 953 [68]

5.1.3 Elektrochemiluminiscen¢ni metody

Elektro—chemiluminiscenéni imunoanalyza, neboli ECLIA (z ang. Electro-
chemiluminiscence immunoassay) je povazovana za nejpresnéjSi metodu. Stanoveni
chemiluminiscen¢ni imunoanalyzou v sendvicovém uspotadani trva 18 minut. Vzorek (30 pl)
je inkubovan s biotinylovanou monoklonalni mysi protilatkou viici PCT a monoklonalni mysi
protilatkou proti PCT znacenou rutheniovym komplexem za vzniku sendvi¢ové formace. Poté
se pridavaji paramagnetické mikroc¢astice potazené streptavidinem a cely komplex je vazany na
pevnou fazi pomoci biotin—streptavidinové kotvy. Reak¢ni smés se nasaje do méfici komurky,
kde se mikroc¢astice zachyti magneticky na povrch elektrody. Pomoci tripropylaminového
¢inidla dochéazi k odstranéni nenavéazané latky. Zavedeni napéti na elektrodu vyvolava

chemiluminiscenci, ktera se méti fotonasobic¢em pii 620 nm.

Vysledky jsou stanoveny na zékladé kalibraéni kiivky, kterd je pro pfistroj specificka
a urCena na zaklad¢ dvoubodové kalibrace a vzorové kiivky ziskané z ¢arového kodu €inidla.
Luminiscence je pfimo umérna koncentraci PCT ve vzorku. Od pacientl 1écenych vysokymi
davkami biotinu by se nemély odebirat vzorky dfive nez po 8 hodinach od posledniho podani
biotinu. Metoda je pouzitelna v rozsahu 0,02-100 pg/l. Analyticka citlivost je 0,02 pg/l
a funkéni citlivost je 0,06 ug/l. Chylosita, hemolyza a ikterus stanoveni nerusi. Ptikladem

ptistroje vyuzivajici elektrochemiluminiscence je Cobas e411. [69]
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Obrazek 7. Cobas e411 [70]

5.1.4 Fluorescenéni enzymova imunoanalyza

Fluorescen¢ni enzymova imunoanalyza, neboli ELFA (z ang. Enzyme-linked fluorescent
assay) je velice pouzivanou metodou Zcela zasadni pfinos pro méfeni fluorescence ma technika
zvana Casové modulovana detekce fluorescence (time resolved fluorescence measurement-TR
fluorescence). Tato technika je zaloZzena na pouziti novych fluorescen¢nich indikatort,
lathanidovych chelati-zejména europia, samaria, terbia nebo thulia. Jejich zavedenim se
podarilo prekonat problém fluorescenéniho pozadi média, ve kterém se fluorescence meéfi.
Jedna se o indikatory s velmi dlouhou fluorescenci, pfi¢emz je jeji detekce ¢asové modulovana.

Kratky svételny impuls ze svételného zdroje (xenonové vybojky) nebo pulznim laserem slouZi

jako excitacni zdroj a fluorescence je pak métena S ur€itym ¢asovym odstupem. [71]

Princip této metody spo¢iva v tom, ze donor (MAb-Eu*®v micele) po ozafeni dusikovym
laserem 337 nm emituje svétlo 620 nm s dlouhou Zivotnosti (ms). Akceptor (Mab—sbérny
protein) generuje signal 665 nm s kratkou Zivotnosti (ns). Jestlize jsou tyto dvé slozky
v imunokomplexu, pak dochazi vimunokomplexu K zesileni signalu a prodlouzeni jeho
zivotnosti. Sendvicova reakce probiha 19 minut. Méteny signdl je po pfipojeni obou zna¢enych
monoklonalnich protilatek k PCT pfimo umérny hladin¢ PCT. Piikladnym pfistrojem je Vidas
30 na obrazku 8.
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Obrazek 8. Piistroj Vidas 30 [72]

5.1.5 Latexova imunoturbidimetrie

Tento test je zalozen na principu latexové imunoturbidimetrie, kdy PCT ve vzorku se vaze
na specifické protilatky anti—-PCT. Jsou potaZeny latexovymi ¢asticemi a zplsobuji aglutinaci.
Stupen zakalu zplisobeny aglutinaci 1ze méfit opticky a je umérny mnozstvi PCT ve vzorku.
Analyzator vypocitd koncentraci PCT ve vzorku interpolaci ziskaného signdlu pomoci

kalibra¢ni kiivky. Reakce se méfi pti 600 nm a trva piiblizné 10 minut. [73]

Podle analytického vyhodnoceni byla zjisténa nejniz§i méfitelna hodnota 0,16 ng/ml.

Celkova neptesnost byla urcena na 2,2-7,7 %. [74]

Analytické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci Beckman Coulter AU5800. Analytické
vlastnosti byly stanoveny pomoci vypoétu mezni hodnoty limitu detekce a limitu funkéni
citlivosti. Podle téchto vysledki se zda, ze metoda je spolehliva pro diagnostiku s porovnanim
S jinymi existujicimi automatizovanymi imunoanalyzami. Mé technické i analytické vyhody.
Ty zahrnuji maly objem poZadovaného vzorku (20 pl), rychlost méteni (10 minut), nizké

naklady a vyssi citlivost. [75]

5.2 Interpretace vysledkii

Mezi normalni hodnoty PCT fadime koncentrace niz$i nez 0,05 ng/ml. Koncentrace
sérového PCT jsou zvySeny u klinicky vyznamnych bakteridlnich infekci a stale rostou se
zvySujici se zavaznosti onemocnéni. Jelikoz je vysledek individualné odliSny pii riznych
klinickych situacich. Stejné loZisko infekce mulZe byt spojeno s riznym individudlnim

zvySenim koncentrace PCT. Vysledky by se méli interpretovat ve spojeni s pacienty, dalSimi
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laboratornimi nalezy a klinickymi pfiznaky. Interpretovat tedy konkrétni hodnoty v kontextu

s pacientem Vv klinické situaci. Nize uvedené referenéni rozsahy, uvedené v tabulce 6,

jsou poskytovany pouze pro orientaéni ucely. [76]

Tabulka 6. Referenéni hodnoty koncentraci PCT a jejich vyznam [76]

Koncentrace

Vyznam

< 0,5 ng/ml

Systémova infekce neni pravdépodobna.

Mistni bakteridlni infekce je mozna.

Pozor: hodnoty PCT pod 0,5 ng/ml nevyluéuji
infekci, mohou byt spojeny s lokalizovanymi
infekcemi (bez systémovych ptiznaki) také

v ptipadech, kdyz se PCT méfi velmi brzo

po bakterialni vyzvé. Obvykle < 6 hodin.

<0,5a<2ng/ml
Systémova infekce je mozna, ale jsou zndmy i jiné

stavy, které indukuji PCT.

Mirné riziko progrese az t€zké systémové infekce
(zavazné sepse). Pacient by mél byt peclivé
monitorovan a op&tovné zméfeny hladiny PCT do 6—

24 hodin.

>2a<10ng/mi

Systémova infekce (sepse) je pravdépodobna, pokud

nejsou znamy jiné priciny zvysené koncentrace PCT.

Vysoké riziko progrese az zavazné systémové sepse.

> 10 ng/ml
Zavazna systémova zanétliva odpovéd’, vyhradné
kvuli zavazné bakterialni sepsi nebo septickému

Soku.

Vysoka pravdépodobnost zavazné sepse

nebo septického Soku. Multiorganové selhani.
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Z.avér

Ve své bakalaifské praci se zabyvam klinickym vyznamem prokalcitoninu, jakozto
bilkoviny akutni zanétlivé reakce a markeru septickych stavil. Prokalcitonin patfi v diagnostice
k nov¢j$im markerim a je stale pfedmétem mnoha vyzkumu a badani. | piestoze se uz delsi

dobu vi, Ze je laboratornim ukazatelem sepse.

Diky studiim a vyzkum@m se prokazalo, ze prokalcitonin je velice diilezitym markerem
pro diferencialni diagnostiku riznych onemocnéni, 1écbu a sledovéni pacientti. Jeho nejvétsim
ukolem je indikace zanétlivého procesu v organismu, dale slouzi k diagnostice
kardiovaskularniho onemocnéni, neonatalnich infekci, pankreatitid, urosepse, nadorovych
onemocnéni a mnoha dalsich. Je velice specificky, citlivy a ma podstatné rychlejsi pokles

koncentraci ve srovnani s C—reaktivnim proteinem.

Prokalcitonin je povazovan za velice uZzitetny biochemicky marker, ktery ma
nenahraditelnou roli v diagnostice riznych onemocnéni a monitorovani pacientl v intenzivni

péci. Jeho vysetfeni dnes patii k laboratorni rutiné v klinickych laboratofich.
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