Epidemiologie 2/05 31.3.2005 9:57 Strédnka 54 - i’*”

Epidemiol. Mikrobiol. Imunol. 54, 2005, é. 2, s. 54-61

Imunologické monitorovani sepse priatokovou
cytometrii - kvantitativni stanoveni exprese HLA-DR
na monocytech a CD64 na granulocytech
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Souhrn

Sepse je zavazné onemocnéni s vysokou smrtnosti. V jeji patogenezi se uplatiiuji zmény imunitni
odpovidavosti hostitele od poskozujici pirestirelené zanétlivé odpovédi az po sekundarni imunode-
ficienci - imunoparalyzu. Funkéni stav monocytit odrazi exprese HLA-DR na monocytech, infek¢-
ni zanét ovliviiuje expresi CD64 na granulocytech. Oba parametry byly stanoveny u 49 pacientu
v sepsi a 30 kontrolnich osob pomoci nové standardizované kvantitativni metody prutokové cyto-
metrie - QuantiBRITE, ktera umozZnuje urcit prumérny pocet molekul znaku na povrchu jedné
buriky. Analyza dat potvrzuje vyznam stanoveni obou znaku u pacienta v sepsi. Exprese HLA-DR
na monocytech u pacientt vyrazné klesa a je jednim z faktora spoluurcujicich prognézu. Exprese
CD64 na granulocytech u pacienti vyrazné stoupa a koreluje s mediatory reakce akutni faze,
systémové infekce i kompenzaé¢ni protizanétlivé odpovédi: interleukinem 6 (IL-6), lipopolysacha-
rid vazicim proteinem (LBP), prokalcitoninem (PCT) a interleukinem 10 (IL-10). Oba znaky jsou
prinosné predevsim v ramci Sirsiho panelu parametri, piti monitorovani v ¢ase a v kontextu
klinického prubéhu.

Kliéova slova: sepse — imunoparalyza - HLA-DR - CD64 - QuantiBRITE.

Summary

Sedlackova L., Pracha M., Dostal M.: Immunological Monitoring of Sepsis
Using Flow Cytometry - Quantitation of Monocyte HLA-DR Expression and
Granulocyte CD64 Expression

Background: Sepsis is a serious disease with a high case fatality rate. A variety of changes in the
host immune responsiveness are observed in the pathogenesis of sepsis, ranging from detrimen-
tal hyperinflammation to profound immunoparalysis, i.e. acquired immunodeficiency. The level of
monocyte HLA-DR expression reflects the functional status of monocytes as antigen-presenting
cells and granulocyte CD64 expression is also indicative of infectious inflammation.

Material and Methods: Monocyte HLA-DR expression and granulocyte CD64 expression were mea-
sured in 49 septic patients and 30 healthy controls using flow cytometry focused on three para-
meters: positive cell percentage, mean fluorescence intensity and quantitation of antibodies
bound per cell (QuantiBRITE).

Results: The significance of both monocyte HLA-DR expression and granulocyte CD64 expression
in septic patients was confirmed. Monocyte HLA-DR dramatically decreases in septic patients
compared to controls, is one of the prognostic factors and correlates with C-reactive protein. In
contrast, granulocyte CD64 sharply rises in patients with sepsis and correlates with mediators of
systemic inflammation (procalcitonin - PCT), proinflammatory mediators (interleukin-6 - IL-6,
lipopolysaccharide binding protein - LBP) and anti-inflammatory cytokines (interleukin-10 - IL-
10).

Conclusion: Quantitative monocyte HLA-DR expression and granulocyte CD64 expression are use-
ful indicators in septic patients when considered along with the panel of other markers, monito-
red over a period of time and in the context of the clinical course of sepsis.

Key words: sepsis - immunoparalysis - HLA-DR - CD64 - QuantiBRITE.
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Sepse je zavazné a pomérné ¢asté onemocnéni.
V jeji patogenezi se uplatiiuje Siroka Skala zmén
imunitni odpovidavosti hostitele od prehnané
zanétlivé a piitom nedostateéné Géinné odpovédi
az po neodpovidavost — imunoparalyzu. Smrtnost
sepse zustava i pires moderni antibiotickou 1é¢bu
a intenzivni péci vysoka, proto je vyzkum patoge-
neze, novych mozZnosti diagnostiky aktualniho
stavu imunity a navazné cilené 1é¢by stale v cent-
ru pozornosti.

Imunoparalyza ¢i deaktivace monocytt je indi-
kovana poklesem monocytarni exprese HLA-DR —
povrchové molekuly komplexu MHC II tiidy
Gcastnici se predkladani antigentt pomocnym
T lymfocyttim a zahajeni specifické imunitni odpo-
védi. Ve svém duasledku znamenda pokles antigen-
prezentacni schopnosti monocyta i kapacity mono-
cytd syntetizovat prozanétlivé cytokiny (tumor
nekrotizujici faktor (TNF)-o, interleukin (IL)-1,
IL-6, IL-8 a poruchu imunitni odpovédi Th1 typu,
coz bylo prokazano sniZzenou reakci oddalené
bunééné piecitlivélosti na pamétové antigeny [25,
35, 36, 38]. Uroveni exprese HLA-DR na monocy-
tech klesa u pacienti po tézkém traumatu, po vel-
kych operacnich vykonech abdominalni chirurgie,
neurochirurgickych, kardiochirurgickych, po
transplantacich, u popalenych, u pacienttu s akut-
ni pankreatitidou [2, 10, 12, 14, 18, 20, 23, 27-29,
32, 33-36, 39]. Neschopnost expresi zvysit je aso-
ciovana s vyskytem infekénich komplikaci, sepse
a umrti na sepsi. Mira poklesu obvykle koreluje
s tizi stavu. P¥i sledovani v ¢ase u septickych paci-
entu byl nejvétsi pokles nalézan v ¢asnych fazich
sepse, a to zaroven s projevy systémové zanétlivé
odpovédi (SIRS, Systemic Inflammatory Response
Syndrome): elevace IL-6, IL-8, TNF-o v séru,
i kompenzacni protizanétlivé odpovédi (CARS,
Compensatory anti-inflammatory response syn-
drome): elevace IL-10 v séru, pokles monocytarni
kapacity produkovat TNF-o po stimulaci lipopoly-
sacharidem (LPS) [27, 33, 39]. Fatalni prognoéza
sepse byva spojena bud s dlouhodobym nebo opé-
tovnym poklesem [33, 34, 39].

CD64, vysokoafinitni receptor pro Fc fragment
imunoglobulinu G, FcyFI, jeden z uéastnikt pro-
cesu fagocytozy, je konstitutivné exprimovan na
monocytech a makrofazich [30, 37]. Na granulo-
cytech zdravych osob je exprese zanedbatelna, ale
dochazi ke zvysSeni u bakterialnich i virovych
infekci, coz bylo pozorovano napi. u streptokokové
faryngitidy, pneumonie, infekci mocovych cest,
erysipelu, peritonealniho abscesu, sepse, septic-
kého Soku [7,9, 11, 13, 16]. Neni ovlivnéna 1é¢bou
kortikosteroidy, nestoupa u infarktu myokardu,
nekomplikovanych operaci, u revmatoidni artriti-
dy v periferni krvi [5]. MaZe odliSit systémovou
infekei od vzplanuti autoimunitniho onemocnéni
[1]. Schopnost reagovat na infekci zvySenim
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exprese CD64 na granulocytech je piitomna
i u novorozencu véetné predfasné narozenych
a téz u HIV pozitivnich pacienta [6, 15, 22].

Uroveti exprese HLA-DR na monocytech
a CD64 na granulocytech se stanovuje prutoko-
vou cytometrii, analyza se tradi¢né provadi bud
urc¢enim procenta bunék populace monocytt nebo
granulocytt nesoucich znak HLA-DR & CD64 (%
pozitivnich bunék) nebo stanovenim pramérné
intenzity fluorescence (MFI, mean fluorescence
intensity) znaktt HLA-DR resp. CD64 celé popu-
lace bunék (granulocyttt nebo monocyt). Nevy-
hodou procentualniho vyjadreni je, Ze neexistuji
oddélené populace bunék pozitivnich a negativ-
nich pro tyto znaky, burnky tvoii jeden ,,oblak® ply-
nule pirechazejici z oblasti negativity do pozitivity,
hranice se urcuje individualné podle negativni
kontroly a je zatizena chybou subjektivniho hod-
noceni. U MFI vysledek vyrazné zavisi na nasta-
veni pristroje, pouzité monoklonalni protilatce
a jeji koncentraci, tedy v obou piipadech je obtiz-
na mezilaboratorni standardizace. Tuto nevyhodu
odstranuje metoda QuantiBRITE, ktera nejlépe
vyjadfuje kvantitu exprese, protoze méri pocet
molekul znaku na povrchu bunky (vyjadfuje se
v jednotkach ABC, antibody bound per cell).
Pomoci mikrocastic konjugovanych se 4 hladina-
mi PE (phycoerythrinu) se provede kalibrace fluo-
rescence 2 cytometru, urcovany znak (HLA-DR,
CD64) je znacen PE, monoklonalni protilatky
QuantiBRITE maji pomér molekul PE k moleku-
lam protilatky 1:1. Podle kalibraéni zavislosti se
naméiend intenzita fluorescence 2 (PE) piepocte
na pramérny pocet molekul znaku (HLA-DR,
CD64) na jedné bunce. QuantiBRITE je diky lep-
§i mezilaboratorni standardizaci vhodnéjsi k pro-
vadéni multicentrickych studii.

Cilem této prace bylo stanovit HLA-DR na
monocytech a CD64 na granulocytech pomoci
metody QuantiBRITE u zdravych osob a u paci-
entd v sepsi, porovnat s dosavadnimi dvéma zpu-
soby stanoveni — procentualni a pramérnou
intenzitou fluorescence, u septickych pacientt
nalézt korelaci s dal$imi parametry imunologic-
kého monitorovani a smrtnosti a zhodnotit pfinos
metody pro diagnostiku, monitorovani a predikci
progndzy u sepse.

Material a metody

Soubor sepse: 49 pacientu spliujicich kritéria sepse podle
konsenzu ACCP/SCCM z r. 1991 [4], vékové rozmezi 24 az 82
let, vékovy pramér 60,9 let, z toho 34 muza a 15 Zen; smrtnost
v souboru 49 %, skupina ptezivsich: 25 pacientt, z toho 17
muzt (vékovy pramér 48,1 let) a 8 Zen (vékovy prumér 56,8
let); skupina zemftelych: 24 pacientt, z toho 17 muzu (vékovy
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prumér 67,4 let) a 7 zen (vékovy prumér 63,6 let). Byly sledo-
vany parametry: exprese HLA-DR na monocytech a CD64 na
granulocytech — QuantiBRITE, procento pozitivnich bunék
(%) a pramérna intenzita fluorescence (MFI), C-reaktivni pro-
tein (CRP), absolutni pocet leukocytti, prokalcitonin v séru
(PCT), produkce TNF-o. monocyty po stimulaci lipopolysacha-
ridem, IL-6 v séru, IL-10 v séru, lipopolysacharid vazici prote-
in (LBP) v séru, klasifika¢ni skore zavaznosti stavu APACHE
IT (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation) a SOFA
(Sequential Organ Failure Assesment), klinicky vysledek (out-
come, smrtnost béhem 28 dni od poc¢atku sledovani).

Soubor kontroly: 30 pacient alergologické ambulance bez
klinickych a laboratornich znamek infekce. Vékové rozmezi 15
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az 61 let, vékovy pramér 38,8 let, z toho 13 muzu a 17 Zen.
Byly stanoveny parametry: exprese HLA-DR na monocytech
a CD64 na granulocytech — QuantiBRITE, procento pozitiv-
nich bunék (%) a pramérna intenzita fluorescence (MFI).
Vzorky plné krve s EDTA pro fenotypizaci byly zpracovany
v den odbéru. K méfeni exprese HLA-DR na monocytech a CD64
na granulocytech metodou QuantiBRITE byly pouZity originalni
patentované monoklonalni protilatky firmy Becton Dickinson,
San Jose, USA: QuantiBRITE Anti-HLA-DR PE/Anti-Monocyte
PerCP-Cy5.5 (klony 1243, MZP9) a QuantiBRITE CD64
PE/CD45 PerCP (klony MD22, 2D1). Ke stanoveni exprese pro-
centualnim podilem pozitivnich bunék a pramérnou intenzitou
fluorescence byly pouZity monoklonélni protilatky CD14/FITC

Tab. 1. Urovei exprese HLA-DR na monocytech a CD64 na granulocytech stanovena tfemi réiznymi metodami (QuantiBRITE,
procentualni podil, pramérna intenzita fluorescence) u souboru kontroly a souboru sepse. ABC = antibody bound per cell, pocet
molekul na povrchu jedné buiiky; MFI = mean fluorescence intensity, praimérna intenzita fluorescence vSech bunék; SD = smé-

rodatna odchylka

Table 1. Monocyte HLA-DR expression and granulocyte CD64 expression determined by three methods (QuantiBRITE, positi-
ve cell percentage and mean fluorescence intensity) in septic patients and controls. ABC = number of antibody bound per cell;

MFI = mean fluorescence intensity; SD = standard deviation

Vysledky QuantiBRITE (ABC) % pozitivnich bunék MFI
prumér SD prumeér SD prumér SD
Kontroly (n=30) HLA-DR/mono | 36 819 8779 98,8 1,65 1876 537
CD 64/granulo 969 305 23,8 18,37 24 9
Sepse (n=49) HLA-DR/mono | 11 384 6113 71,9 19,2 601,7 461
CD64/granulo 5191 5342 73,2 27,9 135,3 104,1
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Graf 1. Uroven exprese HLA-DR na monocytech a CD64 na granulocytech stanovené metodou QuantiBRITE u souboru kontrol
a souboru sepse. Cara uprostied krabicového grafu piedstavuje median, horni a dolni okraj rameéku standardni odchylku (SD),
kraje asecky 2SD, bod uprostied pramér, body mimo ramecéek odlehlé hodnoty.

Fig. 1. Monocyte HLA-DR expression and granulocyte CD64 expression quantitated by the QuantiBRITE method in septic pati-
ents and controls. Lines inside the boxes represent medians, top and bottom lines represent SDs, margins represent 2SDs, insi-

de squares are means, outside squares are outlying points.
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Graf 2. Uroveti exprese HLA-DR na monocytech a CD64 na granulocytech stanovena metodou procenta pozitivnich bunék u sou-
boru kontrol a souboru sepse. Cara uprostied krabicového grafu predstavuje median, horni a dolni okraj ramecku standardni
odchylku (SD), kraje usec¢ky 2SD, bod uprostied primér, body mimo rameéek odlehlé hodnoty.

Fig. 2. Monocyte HLA-DR expression and granulocyte CD64 expression determined by the positive cell percentage method in
septic patients and controls. Lines inside the boxes represent medians, top and bottom lines represent SDs, margins represent
2SDs, inside squares are means, outside squares are outlying points.

(klon M@P9), HLA-DR/PE (klon 1.243), izotypova kontrola Rat
Anti-Mouse IgGy,,;/PE (klon X57) firmy Becton Dickinson, San
Jose, USA a CD64/PE (klon10.1) a izotypova kontrola Mouse
IgG1/PE (klon DAK-GO1) firmy DAKO Cytomation, Glostrup,
Dansko. Méreni a analyza vzorkt byla provedena na prutokovém
cytometru FACS Calibur f. Becton Dickinson, San Jose, USA.
Stanoveni ostatnich sledovanych parametri: CRP laserovou
nefelometrii na biochemickém analyzatoru Synchron LX20 firmy
Beckman Coulter, USA; leukocyty na hematologickém analyzato-
ru Advia 120 firmy Bayer, Tarrytown, USA; prokalcitonin imuno-
luminiscenci soupravou PCT LIA firmy Brahms, Berlin, Némec-
ko na pristroji luminometr Berilux Analyzer 250 firmy Brahms,
Berlin, Némecko; produkce TNF-o. monocyty po stimulaci LPS:
stimulace monocyttt inkubaci plné krve lipopolysacharidem
pomoci komer¢ni soupravy Ex Vivo Whole Blood Stimulation Kit
firmy Milenia Biotec, Bad Nauheim, Némecko, koncentrace TNF-
o v supernatantu, IL-6, IL.-10 a LBP chemiluminiscenci soupra-
vami firmy DPC, Los Angeles, USA na p#istroji Immulite firmy
DPC Cirrus, Randolph, USA.

Vysledky soubort sepse a kontrol byly zpracovany statis-
tickymi metodami neparametrického testu Spearmanovy
korelace (korela¢ni koeficient rho) pro zavislost mezi 2 meto-
dami a neparametrického Kruskalova-Wallisova testu pro roz-
dil mezi 2 skupinami. Statisticka vyznamnost p<0,05.

Vysledky

V tabulce 1 jsou uvedeny vysledky exprese
HLA-DR na monocytech a CD64 na granulocy-

tech stanovené procentualné, MFI a metodou
QuantiBRITE u zdravych osob a u septickych
pacientt (prvni méfeni). V grafu 1 jsou znazorné-
ny vysledky exprese stanovené metodou Quan-
tiBRITE, v grafu 2 vyjadifenim procenta pozitiv-
nich bunék a v grafu 3 vyjadfenim pramérné
intenzity fluorescence. Vysledky pacientu se sepsi
se vyznamneé lisi od zdravych kontrol v obou zna-
cich. Exprese HLA-DR na monocytech je u paci-
entd v sepsi vyrazné sniZzena oproti kontrolam,
exprese CD64 na granulocytech u septickych
pacientt je vyrazné zvySena oproti kontrolam.
Statisticka vyznamnost rozdilu mezi souborem
septickych pacientd a souborem kontrol pro oba
znaky podle Kruskalova-Wallisova testu je
p=0,0001. V grafu 4 jsou vysledky jednotlivych
pacientt ze souboru kontrol (®) a vstupnich vySet-
feni ze souboru sepse (0) metodou QuantiBRITE.
Prekryv vysledku mezi skupinou kontrol a skupi-
nou sepse je minimalni pro oba znaky.

Vysledky v8ech tii metod spolu vzajemné dobie
koreluji pro oba znaky (vSechna méreni septic-
kych pacienti, n=148). Spearmanovy korelaéni
koeficienty rho pro korelaci metod QuantiBRITE
a procenta pozitivnich bunék jsou 0,7912 pro
HLA-DR na monocytech a 0,8 pro CD64 na gra-
nulocytech, pro korelaci metod QuantiBRITE
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Graf 3. Uroven exprese HLA-DR na monocytech a CD64 na granulocytech stanovena metodou priamérné intenzity fluorescen-
ce (MFI) u souboru kontrol a souboru sepse. Cara uprostied krabicového grafu predstavuje median, horni a dolni okraj ramec-
ku standardni odchylku (SD), kraje tsecky 2SD, bod uprostied pramér, body mimo ramecek odlehlé hodnoty.

Fig. 3. Monocyte HLA-DR expression and granulocyte CD64 expression determined by the mean fluorescence intensity method
(MFI) in septic patients and controls. Lines inside the boxes represent medians, top and bottom lines represent SD, margins
represent 2SD, inside squares are means, outside squares are outlying points.

a prumérné intenzity fluorescence jsou 0,7397 pro
HLA-DR na monocytech a 0,8825 pro CD64 na
granulocytech, pro korelaci metod procentualni
a pramérné intenzity fluorescence jsou 0,6711 pro
HLA-DR na monocytech a 0,7923 pro CD64 na
granulocytech, vSe pii hladiné vyznamnosti
p<0,00001.

Statistickou analyzou vysledkt prvnich vzorkt
septickych pacienti jsme hledali souvislost mezi
kvantitativni expresi znakia HLA-DR na monocy-
tech a CD64 na granulocytech stanovené metodou
QuantiBRITE a ostatnimi sledovanymi paramet-
ry: PCT, produkci TNF-o. monocyty po stimulaci
LPS, IL-6, IL-10, LBP, CRP, celkovymi leukocyty,
APACHE II, SOFA. U HLA-DR na monocytech
jsme prokazali statisticky vyznamnou inverzni
korelaci s CRP (Spearmantiv korelaéni koeficient
rho=-0,444, hladina statistické vyznamnosti
p=0,038). Pro CD64 na granulocytech jsme nalez-
li pozitivni korelaci s parametry: PCT (rho=0,438,
p=0,002), IL-6 (rho=0,456, p=0,001), IL-10
(rho=0,422, p=0,003) a LBP (rho=0,446, p=0,002).
Neparametrickym testem Kruskala-Wallise jsme
testovali rozdily mezi skupinou pacientt preziv-
§ich sepsi a nepreziv§ich sepsi pro prvni a posled-
ni métreni kazdého pacienta. Nenalezli jsme sta-
tisticky vyznamny rozdil v expresi HLA-DR na

monocytech ani CD64 na granulocytech (metoda-
mi QuantiBRITE, % pozitivity i MFI) pro prvni
ani posledni méreni. Skupiny se ligily ve vysled-
cich APACHE II skore (pro prvni i posledni méte-
ni), pro posledni méteni dale v SOFA, IL-6, IL-10,
produkeci TNF-o po stimulaci LPS a PCT (data
neuvedena).

Diskuse

Vysledky souboru zdravych kontrol v HLA-DR
na monocytech vSemi tiemi metodami souhlasi
s publikovanymi vysledky jinych autoru [21, 23,
35]. Vysledky CD64 na granulocytech metodou
QuantiBRITE rovnéz souhlasi s literaturou [1],
procentualni podil a MFI v nasem souboru dava-
lo mirné vyssi hodnoty proti ostatnim autorim
[13, 16]. Vysvétleni muze byt v pouziti jiného klo-
nu monoklonalni protilatky, ale téZ v nedokona-
1ém vybéru zdravych kontrol — jednalo se o paci-
enty z alergologické ambulance, ktefi byli v dobé
odbéru bez potizi a s normalnimi nalezy CRP,
krevniho obrazu véetné diferencialniho rozpoctu,
sedimentace erytrocyta, avSak eventualni nastu-
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Graf 4. Exprese HLA-DR na monocytech a CD64 na granulocytech stanovena metodou QuantiBRITE u souboru kontrol (e)
a souboru sepse (0). Vysledky jednotlivych pacientu v jednotkach ABC (antibodies bound per cell).

Fig. 4. Monocyte HLA-DR expression and granulocyte CD64 expression determined by the QuantiBRITE method in septic pa-
tients (¢) and controls (o). Results for individual study subjects indicated in ABC units (number of antibodies bound per cell).

pujici virézu u nékterého z nich nelze zcela vylou-
¢it.

Nové zavedena metoda QuantiBRITE koreluje
dobie s doposud pouzivanymi — procentualnim
podilem pozitivnich bunék a priamérnou intenzi-
tou fluorescence.

Nalezy u pacientti v sepsi se vyrazné lisi od
zdravych kontrol, obé skupiny se témér nepiekry-
vaji, HLA-DR na monocytech vyrazné klesa,
CD64 na granulocytech vyrazné stoupa, coz je
v souladu s literaturou [5-7, 13, 18, 20, 32-35,
39]; tato prace potvrdila platnost piedchozich
pozorovani i pro kvantitativni metodu QuantiB-
RITE.

Korelaci HLA-DR na monocytech u pacientu
v sepsi s ostatnimi sledovanymi parametry jsme
nalezli statisticky vyznamnou pro jediny parame-
tr — CRP, jedna se o inverzni zavislost ve shodé
u soucasného souboru nepotvrdila korelace s pro-
dukci TNF-o po stimulaci LPS [26], ani nékteré
dalsi literaturou uvadéné souvislosti: inverzni
korelace s PCT [26, 33], IL-6 [17], IL-10 [29], APA-
CHE 1II [17, 33, 39] a SOFA [33]. Pti¢inou by
mohla byt obrovska heterogenita sepse jako kli-
nické jednotky ¢i vliv chronickych a piidruzenych
onemocnéni na sledované parametry. Ani vysled-
ky uvadéné v literatuie nejsou v této oblasti zce-
la konstantni, napi. anglicka prace se 70 septic-
kymi pacienty ve shodé s nami nenalezla
souvislost HLA-DR na monocytech s APACHE 11

[24], dalsi holandska prace u 20 septickych paci-
entd nenalezla korelaci HLA-DR na monocytech
se zavaznosti stavu podle APACHE II, CRP a leu-
kocytt [20].

Nalezli jsme korelaci CD64 na granulocytech
s mediatorem zanétu IL-6 v souladu s literaturou
[15], s mediatorem systémové bakterialni ¢i plis-
nové infekce PCT - v souladu s predchozimi
vysledky [26], mediatorem kompenzac¢ni protiza-
nétlivé odpovédi IL-10 a reaktantem akutni faze
LBP u pacientt v sepsi, coz dohromady neptimo
potvrzuje vyznam CD64 na granulocytech jako
ukazatele infek¢éniho zanétu. Neprokazali jsme
korelaci s parametry zavaznosti (APACHE II,
CRP, absolutni pocet leukocytt), coz je v souladu
s literaturou [20].

Nenalezli jsme signifikantni rozdil zadného ze
sledovanych povrchovych znakd mezi pacienty
preziv§imi sepsi a nepieziv§imi. Vztah exprese
HLA-DR na monocytech ke smrtnosti byl Fadou
praci opakované prokazan pro pacienty po vel-
kém chirurgickém zakroku, se sepsi i septickym
Sokem, pankreatitidou, pokro¢ilym onkologickym
onemocnénim [3, 18, 26, 28, 33-35, 39]. Ale obje-
vuji se i1 studie s opaénymi vysledky, kde rozdil
mezi pieziv§imi a neprezivSimi neni statisticky
vyznamny, jako je tomu i u naseho souboru [8, 20,
24]. Pi¥i¢in rozdilnych pozorovani muze byt vice.
V literatute se diskutuji metodické rozdily stano-
veni mezi laboratoremi [5, 19, 31], avSak naSe
vysledky dosazené vSemi tfemi zptsoby véetné
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standardizované kvantifikaéni metody Quanti-
BRITE spolu vzajemné souhlasi. Vétsi vliv se zda
mit vybér pacientd a nacasovani vysSetieni. Hete-
rogenita sepse je velika, je rtznorody primarni
terén s pritomnosti limitujicich chronickych cho-
rob (kardiovaskularni a plicni onemocnéni, chro-
nicka renalni insuficience, diabetes mellitus, neo-
plasticky proces, preexistujici imunodeficit...),
a dalsi faktory (napt. inicialni trauma, imunosup-
rimujici 1é¢ba, druh patogenu - bakteridlni,
mykoticka agens, patogeny oportunni, patogeny
multirezistentni k ATB, genetické dispozice hosti-
tele), které téz spoluurcuji klinicky vysledek, a ve
kterych se rtuzné soubory pacienti mohou vyraz-
né ligit. V na8i praci byla sledovana celkova
28denni smrtnost, nebyly dostupné udaje o pies-
né pri¢iné smrti, kterd muze v radé piipadu byt
dusledkem jinych piidruZenych chorob a stavt.
Podle nékterych praci nalézana prediktivni hod-
nota jen v ur¢ité fazi onemocnéni doklada vyznam
spravné doby vySetieni [19, 28, 33, 34], coz v této
préci nebylo mozno dostateéné ovlivnit — odbéry
se konaly podle indikace oSettujicich Kklinickych
lékait. HLA-DR na monocytech je jednim, ale
zfejmé ne jedinym faktorem spoluurcujicim pro-
gnbézu sepse. Presné nacasovani (1. vySetieni do
24 hodin od splnéni diagnostickych kritérii sepse,
nasledné denni a obdenni kontroly) za pouziti
standardizované metody QuantiBRITE bude pou-
Zito v planované multicentrické studii, kterou pti-
pravuje evropska skupina pro imunomonitoraci
sepse a které by se mélo dcéastnit i nase pracovis-
té. Absence korelace CD64 na granulocytech
s prognézou je v souladu s publikovanymi zdroji
[13, 20].

Zavér

Vyznam vySetfeni exprese HLA-DR na mono-
cytech je v identifikaci dospélych i détskych paci-
entt se zvySenym rizikem infekénich komplikaci,
sepse a umrti na sepsi pacienti po traumatech,
operacich, a v kritickém stavu z jiné p#ic¢iny viet-
né sepse. CD64 na granulocytech je jako ukazatel
zéanétu infekéni etiologie dal$im uZite¢nym mar-
kerem v intenzivni péci. Pro oba znaky jiz existu-
je standardizovana kvantitativni metoda stano-
veni, ktera v této praci potvrdila vyznam
stanoveni obou u pacientt v sepsi. HLA-DR na
monocytech v sepsi vyrazné klesa proti zdravym,
je markerem imunoparalyzy a jednim z faktoru
spoluurcujicich prognézu. CD64 na granulocytech
stoupa vyrazné proti zdravym a koreluje s media-
tory reakce akutni faze zanétlivé odpovédi, systé-
mové infekce a kompenzaéni protizanétlivé odpo-

e

védi v sepsi: IL-6, LBP, PCT a IL-10. Oba povr-
chové znaky jsou pfinosné predev§im v ramci Sir-
§iho panelu sledovanych parametra, pii monito-
rovani v ¢ase a v kontextu znalosti individualniho
klinického prabéhu.
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