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Souhrn

Cíl studie: Stanovit predikční hodnotu rozšířeného imunologického spektra během prvních dnů pobytu na
JIP pro přežití nemocných vyžadujících dlouhodobou intenzivní péči.
Typ studie: Klinická, prospektivní.
Název a sídlo pracoviště: Anesteziologicko-resuscitační klinika FN u svaté Anny v Brně.
Soubor a metody: U nemocných, u kterých ranní vizita první den hospitalizace (D1) na JIP odhadla pobyt na
JIP delší než 3 dny, byl v pravidelných 5denních intervalech nabírán imunologický profil. V této práci popi-
sujeme vývoj produkce TNF alfa ex vivo z plné krve po stimulaci LPS (TNF alfa), hladin IL-6, IL-10 a aktivaceT
lymfocytů (CD3+HLA-DR+) během prvních 5 dnů hospitalizace. Dále hodnotíme vztah imunologických para-
metrů k mortalitě na JIP, povaze příjmu (chirurgické, interní, trauma, stav po KPR) a příjmovému APACHE II.
Výsledky: Do studie bylo zařazeno celkem 167 nemocných (113 mužů a 54 žen; průměrný věk 63 let (roz-
mezí 53–73 let). Sto třicet sedm nemocných bylo z JIP propuštěno (přeživší: S – survivors) a 30 na JIP zem-
řelo (NS – nonsurvivors). APACHE II při přijetí bylo 27 (21–33).
V D1 se produkce TNF alfa u přeživších a zemřelých významně lišila – S > 1000 pg/ml (752; >1000) a NS 870
pg/ml (542; >1000); p < 0,05; podobně jako hladina IL-10 – S 6,2 pg/ml (5; 18) a NS 19 pg/ml (5,4; 63); p =
0,005. U těch, kteří stále v D5 zůstávali na JIP (n = 125) se vývoj mezi D1 a D5 v produkci TNF alfa (delta
TNF alfa) mezi později přeživšími a zemřelými nelišil, avšak v D5 již rozdíly v hladinách nedosahovaly sta-
tistické významnosti (u S se produkce TNF alfa zvýšila z hodnoty > 1000 pg/ml (752; >1000) na > 1000 pg/ml
(> 1000; >1000) a u NS z 870 pg/ml (542; >1000) na > 1000 pg/ml (785; > 1000). IL-6 klesalo u později zem-
řelých pomaleji než u přeživších a v D5 se obě skupiny v hladinách významně lišily (p = 0,001). U přeživ-
ších poklesla hladina z 74 pg/ml (32; 178) na hodnoty 29,8 pg/ml (14,1; 57,4) a u později zemřelých z 88
pg/ml (34; 681) na 66,5 pg/ml (43; 109).
Nemocní s produkcí TNF alfa v D1 < 1000 pg/ml umírali signifikantně více (p < 0,05) než ti, u nichž byl TNF
alfa > 1000 pg/ml. Podobnou předpověď signalizovala hodnota IL-10 > 9,2 pg/ml v D1 (p = 0,06) i D5 (p =
0,09). Také hladina IL-6 > 75 pg/ml předpovídala úmrtí na JIP (p = 0,01). Nebyla nalezena žádná klinicky
významná asociace některého z imunologických parametrů s příjmovým APACHE II.
Závěr: Rozšířený imunologický profil – speciálně sledování produkce TNF alfa plnou krví po stimulaci LPS
a sledování hladin IL-6 a IL-10 – přináší informace o prognóze heterogenní skupiny nemocných dlouhodo-
bě hospitalizovaných na JIP.
Klíčová slova: intenzivní péče – imunoparalýza – TNF alfa – interleukin 10 – interleukin 6 – APACHE II – pro-
gnóza

Abstract

Extended immunologic profile taken during the first days in the ICU and the prognosis of pati-
ents requiring long-term intensive care

Objective: To establish the predictive value of an extended spectrum of immunologic parameters measu-
red during the initial ICU days on the ICU survival of patients requiring long-term intensive care.
Design: Prospective, clinical study.
Setting: Department Anaesthesia and Intensive Care, St. Anna University Hospital, Brno, Czech Republic.
Material and methods: The immune profile was taken in patients estimated to stay in the ICU > 3 days in 5-
day intervals. In this paper we report on the trends of TNF-alpha production of the whole blood after LPS
stimulation (TNF-alpha), plasma IL-6 and IL-10 concentrations and T-lymphocyte activation (CD3+HLA-
DR+) in the first 5 days of ICU stay. The relationship of the immunologic parameters to ICU mortality, type
of admission (surgical, medical, trauma, CPR) and APACHE II is also reported.
Results: 167 patients were studied [M/F 113/54; mean age 63 (53; 73) years]. 137 survived their ICU stay (S)
and 30 died (NS). APACHE II on admission was 27 (21; 33).
On day 1 the production of TNF-alpha differed in the S and NS groups [> 1000 pg/ml (752; > 1000) and 870
pg/ml (542; > 1000) respectively; p < 0.05] as did the IL-10 concentration [6.2 pg/ml (5; 18) and 19 pg/ml (5.4;
63) respectively; p=0.005].
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Úvod

Imunitní systémhraje rozhodující úlohu v patofyzio-
logii kritického stavu, jakými jsou např. sepse, isché-
mie/reperfuze, pooperační trauma atd. Různé imuno-
logické parametry byly testovány, zda splňují charak-
ter validního prognostického markeru. Z celé plejády
možností je největší pozornost upřena na funkci
monocytů a neutrofilních granulocytů, dále na hladi-
ny pro- i protizánětlivých cytokinů. Např. exprese anti-
genů HLA systému II. třídy (DR lokus) na monocy-
tech (CD14+HLA-DR+ ), ex vivo produkce TNF alfa
plnou krví po stimulaci lipolysacharidem (LPS) a hla-
diny interleukinů IL-6, IL-8 a IL-10 jsou spojovány
s morbiditou a mortalitou u různých skupin nemoc-
ných vyžadujících intenzivní péči (těžká sepse, pan-
kreatitida, nemocní po kardiochirurgických výkonech)
[1–16].

Na souboru 41 nemocných jsme prokázali, že
CD14+HLA-DR+ nemá význam pro predikci mortali-
ty na JIP u heterogenní skupiny nemocných hospita-
lizovaných na JIP více než 3 dny [17]. Ani příjmové
hodnoty, ani hodnoty stanovené 5. den hospitalizace
se nelišily u přeživších (S = survivor) a zemřelých
(NS = nonsurvivor). Dále jsme pozorovali, že chirur-
gičtí nemocní mají významně nižší CD14+HLA-DR+
než ostatní skupiny nemocných (interní, traumata, st.
po KPR) [18].

V této práci analyzujeme predikční sílu dalších
parametrů imunitního systému průběhu prvních 5
dnů hospitalizace na JIP. Speciálně jsme se zaměřili
na produkci TNF alfa plnou krví po stimulaci LPS,
hladiny IL-6, IL-10 a aktivaci T lymfocytů (CD3+HLA-
DR+).

Pacienti a metody

Studie byla odsouhlasena místní etickou komisí,
souhlas se studií nebyl od nemocných vyžadován.
Nemocní, u kterých ranní vizita první den hospitaliza-

ce (D1) na JIP (D0 = den přijetí) odhadla pobyt na JIP
delší než 3 dny, byli zařazeni do studie.

Mezi vyřazovací kritéria patřila: chemoterapie
a/nebo radioterapie během posledních 3 měsíců, léčba
kortikosteroidy (s výjimkou inhalačních) v posledních 4
týdnech, hematologická malignita, autoimunní one-
mocnění a nemocní, u kterých v D1–D2 nebylo možno
provést základní vyšetření (páteční příjmy na JIP).

U sledovaných nemocných byl v D1 a dále v pěti-
denních intervalech nabírán imunologický profil. Imu-
nologické vyšetření nebylo možné provést o víken-
dech, proto jsme prováděli u sobotních příjmů nábě-
ry v D2, a pokud D5 připadl na víkend, byly náběry
provedeny v D4 nebo D6.

Odběr a zpracování vzorků: heparinizovaná krev
(2,7 ml SARDSTED zkumavka) zpracována nejpoz-
ději do 2 hodin po odběru. Pomocí fluorescenčně
značených monoklonálních protilátek proti charakte-
ristickým povrchovým antigenům (průtokový cytome-
tr EPICS XL firmy Beckman Coulter) byla provedena
diferenciace lymfocytární suspenze do buněčných
subpopulací. Bylo stanoveno následující spektrum
povrchových antigenů: CD3, CD4, CD8, CD14, HLA-
-DR, CD38.

Automatizovaná chemiluminiscenční immunoas-
say (Immulite, DPC, USA) byla použita ke stanovení
sérové hladiny IL-10 a IL-6 a ke stanovení produkce
TNF alfa plnou krví po stimulaci LPS (koncentrace
500 pg/ml) ex vivo.

Nemocni přijatí na naši JIP jsou sledováni
v Registru intenzivní péče (RIP) – použili jsme
APACHE II (počítané z prvních 24 hodin po přijetí na
JIP) – a dále rozdělení nemocných do jednotlivých
podskupin (chirurgičtí, interní, trauma, stav po KPR)
podle povahy příjmu. Data do RIP jsou na JIP zadá-
vána dvěma pověřenými sestrami.

Data jsou uvedena jako medián (kvartily – Q25,
Q75). Prostá korelace (Spearman R), Pearsonův chí
kvadrát test, Mannův-Whitneyův U test, Wilcoxonův
test a chí kvadrát test a Kruskalův-Wallisův ANOVA
test byly použity podle potřeby; p < 0,05 jsem pova-
žovali za signifikantní.

In the patients remaining in the ICU on day 5 (n=125) the change in TNF-α between day 1 and day 5 (delta
TNF-α) did not differ between the S and NS groups.There was no significant difference between TNF-alpha
between the S and NS groups on day 5 [in group S TNF-alpha production increased from > 1000 pg/ml
(752; > 1000) to > 1000 pg/ml (> 1000; > 1000) and in group NS from 870 pg/ml (542; >1000) to > 1000 pg/ml
(785; > 1000)]. IL-6 decreased in the NS group more slowly and therefore a significant difference in con-
centrations on day 5 was measured (p = 0.001). In group S a decrease from 74 pg/ml (32; 178) to 29.8 pg/ml
(14.1; 57.4) and in group NS from 88 pg/ml (34; 681) to 66.5 pg/ml (43; 109) was measured.
Patients with TNF-alpha production < 1000 pg/ml on day 1 had significantly greater mortality (p < 0.05) as
did those with IL-10 > 9.2 pg/ml on day 1 (p = 0.06) and day 5 (p = 0.09). IL-6 >75 pg/ml predicted ICU death.
No clinically significant association was found between any immunologic parameter and APACHE II on ICU
admission.
Conclusion: The extended immune spectrum (TNF-alpha production of the whole blood after LPS stimula-
tion, IL-10 and IL-6 plasma concentrations) has a predictive value in the heterogeneous population of long-
term ICU patients.
Key words: intensive – immunoparalysis – TNF-alpha – interleukin 6 – interleukin 10 – APACHE II – outco-
me
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Výsledky

Od října 2004 do srpna 2006 bylo do studie zařa-
zeno celkem 167 nemocných (113 mužů a 54 žen;
průměrný věk 63 let (rozmezí 53–73 let). Sto třicet
sedm nemocných bylo z JIP propuštěno (S) a 30 na
JIP zemřelo (NS). Přeživší a zemřelí se lišili v příjmo-
vém APACHE II skóre – S 21 (26–32) a NS 32
(25–36); p = 0,01.

V D1 CD14+HLA-DR+ se u S a NS nelišilo – S
64 % (45; 77) a NS 64 % (48; 83); p = 0,66 – a neby-
la nalezena žádná korelace CD14+HLA-DR+
s APACHE II při přijetí. Z ostatních imunologických
parametrů v D1 byla sice nalezena statisticky
významná, avšak velmi volná pozitivní asociace
APACHE II s hladinou IL-6 (r = 0,19; p < 0,02) a IL-10
(r = 0,27; p < 0,001) a negativní korelace s produkcí
TNF alfa (r = -0,15; p < 0,05).

V D1 se produkce TNF alfa u S a NS významně
lišila – S > 1000 pg/ml (752; > 1000) a NS 870 pg/ml
(542; >1000); p < 0,05 podobně jako hladina IL-10 (k
dispozici jen u 143 nemocných) – S 6,2 pg/ml (5; 18)
a NS 19 pg/ml (5,4; 63); p = 0,005 – viz grafy 1 a 2.

V D1 se hladina IL-6 u S a NS nelišila – S 74 pg/ml
(32; 178) a NS 88 pg/ml (34; 681), p = 0,25, stejně
jako aktivace T lymfocytů (CD3+HLA-DR+) – S 2 %
(1; 3) a NS 2 % (1; 4), p = 0,63.

CD14+HLA-DR+ v D1 se významně lišilo ve sku-
pinách nemocných (p < 0,0001) – chirurgičtí nemoc-
ní (48 % (35; 62) měli významně nižší expresi ve
srovnání s nemocnými po KPR – 70 % (62; 82); p =
0,0002 a s nemocnými interní povahy – 72 % (50;
83); p = 0,0001.

Chirurgičtí nemocní měli také v D1 vyšší IL-6 –

119 pg/ml (50; 518) než interní nemocní (72 pg/ml
(50; 83); p = 0,03) – graf 3 a trend k nižší produkci
TNF alfa: 832 (449; > 1000) v porovnání se všemi
ostatními skupinami nemocných – interní > 1000
pg/ml (768; > 1000), p = 0,06 a nemocní po KPR >
1000 pg/ml (805; > 1000), p = 0,06 – graf 4.

V D1 jsme nezjistili žádný rozdíl mezi skupinami
nemocných v hladinách IL-10 (p = 0,50) a expresi DR
lokusu na T lymfocytech (p = 0,43).

V D5 přetrvávaly rozdíly v produkci TNF alfa mezi
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Graf 1. Porovnání produkce TNF alfa krví po stimulaci LPS v D1
u přeživších a zemřelých
Legenda: S – přeživší, NS – zemřelí

Graf 3. Porovnání hladiny interleukinu 6 v D1 mezi nemocnými
podle povahy příjmu 
Legenda: C – chirurgický nemocný; T – trauma; I – nemocný
interní povahy; R – nemocný po KPR
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Graf 2. Porovnání koncentrací interleukinu 10 v D1 u přeživších
a zemřelých
Legenda: S – přeživší; NS – zemřelí
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skupinami (p = 0,03), jednotlivé skupiny nemocných
se však mezi sebou již statisticky nelišily – graf 5.
Ostatní rozdíly přítomné v D1 (IL-6 a CD14+HLA-
DR+) vymizely.

Z původních 167 nemocných bylo 30 přeloženo a 12
zemřelo před monitorováním v D5 – tzn. vyšetření jsme
provedli u 125 nemocných (75 % zařazených pacien-
tů); hladina IL-10 byla dostupná jen u 109 nemocných.

U těch, kteří stále zůstávali na JIP, se vývoj v pro-
dukci TNF alfa (delta TNF alfa) mezi později přeživší-
mi a zemřelými nelišil, avšak v D5 již rozdíly v hladi-
nách nedosahovaly statistické významnosti (u přeživ-
ších se produkce TNF alfa zvýšila z hodnoty > 1000
pg/ml (752; >1000) na > 1000 pg/ml (> 1000; > 1000)
a u zemřelých z 870 pg/ml (542; >1000) na > 1000
pg/ml (785; > 1000).

IL-6 klesalo u později zemřelých pomaleji než
u přeživších a v D5 se obě skupiny v hladinách
významně lišily (p = 0,001). U přeživších poklesla
hladina z 74 pg/ml (32; 178) na hodnoty 29,8 pg/ml
(14,1; 57,4) a u zemřelých z 88 pg/ml (34; 681) na
66,5 pg/ml (43; 109) – graf 6.
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Graf 4. Porovnání produkce TNF alfa plnou krví po stimulaci LPS
v D1 mezi nemocnými podle povahy příjmu
Legenda: C – chirurgický nemocný; T – trauma; I – nemocný
interní povahy; R – nemocný po KPR
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Graf 5. Porovnání produkce TNF alfa plnou krví po stimulaci LPS
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Graf 6. Porovnání koncentrací interleukinu 6 v D5 u u přeživších

a zemřelých

Legenda: S – přeživší; NS – zemřelí 

Hladina IL-10 mezi D1 a D5 u přeživších nevý-
znamně poklesla z 6,2 pg/ml (5; 18) na 5 pg/ml (5;
9,5), stejně jako u zemřelých v D1 19 pg/ml (5,4; 63)
na 6,8 (5; 19) v D5. Rozdíl v hladinách IL-10 v D5
mezi přeživšími a zemřelými již nebyl statisticky sig-
nifikantní stejně jako u CD3+HLA-DR+.

Přeživší a zemřelí v 5. den hospitalizace se lišili
pouze ve vývoji CD14+HLA-DR+. U přeživších došlo
v D5 k mírnému vzestupu o 3 % (-10; 12) ve srovná-
ní s později zemřelými – 5 % (-22; 2); p < 0,016.
Pomocí kontingenčních tabulek jsem stanovovali, zda
některé hodnoty imunitních markerů predikují úmrtí
na JIP. Nemocní s produkcí TNF alfa v D1 < 1000
pg/ml umírali signifikantně více (p < 0,05) než ti, co
měli produkci > 1000 pg/ml. V D5 byl stále patrný
trend k tomuto rozdílu (p = 0,09). Podobnou předpo-
věď signalizovala hodnota IL-10 > 9,2 pg/ml v D1 (p
= 0,06) i D5 (p = 0,09). Také hladina IL-6 > 75 pg/ml
předpovídala úmrtí na JIP (p = 0,01). Analýzou zem-
řelých jsme zjistili, že u 13 ze 30 zemřelých byla uve-
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dena sepse jako hlavní nebo komplikující diagnóza.
Zemřelí se sepsí měli vyšší IL-6 a IL-10 v D1 než
ostatní zemřelí (p < 0,05).

Diskuse 

U heterogenní skupiny nemocných na JIP, u kte-
rých byl předpoklad hospitalizace více než 3 dny,
jsme prokázali, že přeživší mají při příjmu vyšší pro-
dukci TNF alfa a nižší hladiny IL-10. U nepřeživších
přetrvává vyšší hladina IL-6 až do 5. dne hospitaliza-
ce. Nemocní chirurgické povahy vykazovali trend
k horším imunologickým parametrům než ostatní
skupiny nemocných.

Produkce TNF alfa
Ve shodě s jiným autory prokazujeme, že sledová-

ní rozšířeného imunologického profilu přináší další
informace o prognóze nemocných, které nezachytí
sledování nejpoužívanějšího markeru – exprese HLA-
DR lokusu na monocytech. Například Ploder ve studii
prokázal, že nemocní s traumaty komplikovanými
sepsí, kteří přežijí, mají významně vyšší produkci TNF
alfa, ale v jiném ohledu se imunologicky neliší [5].

IL-6
Predikční hodnota přetrvávajících vyšších hladin

IL-6 je známa. Tento interleukin s pro- i protizánětli-
vou charakteristikou odráží tíži stavu a byl užit i v ran-
domizaci klinických studií jako výraz tíže onemocně-
ní [9, 10, 12, 13, 19–23]. Pro tento test dnes existuje
bed-side test umožňující rychlou orientaci o stavu
nemocného. V jednotlivých studiích se hladiny IL-6
významně liší, což zřejmě souvisí metodikou stano-
vení – např. u výše citované studie RAMSES byla
jako cut-off hladina IL-6 pro léčbu monoklonální pro-
tilátkou zvolena hladina > 1000 pg/ml, což jsou pod-
statně vyšší hladiny, než měli nemocní v naší studii.
Ve studii Plodera se pohyboval medián hladin IL-6
řádově ve stovkách (cca 100–500 pg/ml), což odpo-
vídá mediánu hladin zemřelých se sepsí v naší sku-
pině (medián > 600 pg/ml) [5].

IL-10
IL-10 je základní protizánětlivý interleukin

a význam jeho sledování byl potvrzen v řadě studií
[15, 16, 24]. I v naší studii měli nepřeživší významně
vyšší hladiny, přesto nedosahovaly hodnot pozorova-
ných v jiných studiích – ty však byly převážně prove-
deny u septických nemocných. Podobně jako ve stu-
dii Taniguchi et al. jsme u nepřeživších pozorovali
nárůst poměru IL-6/IL-10 [11]. Jako slibná se jeví sle-
dování produkce IL-10 plnou krví po stimulaci LPS
podobně jako u TNF alfa [25].

CD3+HLA-DR+
V naší práci jsem neprokázali žádní význam ve

sledování aktivity T lymfocytů – v našem případě sta-
novované pomocí exprese HLA-DR lokusu. Tím se

lišíme od některých jiných prací [26]. Pravděpodobně
detailnější analýzy lymfocytárních subpopulací by
poskytly lepší prognostické informace [27].

V současné době se objevují stále nové a nové
parametry, které mohou mít predikční schopnost
u různých skupin nemocných. K těm patří např. sle-
dování aktivace neutrofilů (CD64, CD11b) [28, 29],
specifických monocytárních markerů – sCD163 [30]
a down regulace membránových receptorů – např.
pro granulocyte macrophage-colony stimulating fac-
tor (GM-CSF) [31], sledování nitrobuněčných hladiny
cytokinů [32] a sledování lymfocytárních markerů –
např. CD25 [27].

V monitorování se stále objevuje hledání dalších
a dalších genových polymorfismů jednotlivých imunolo-
gických markerů – jejich skutečný význam je však tře-
ba revidovat [33]. Nejvíce prací bylo věnováno defino-
vaným skupinám nemocných – nejčastěji sepse, kardio-
chirurgie, traumata. Otázkou zůstává, zda „paušální
imunomonitoring“ celé JIP populace nemocných má
cenu. Naše výsledky naznačují, že sledování vybra-
ných parametrů může mít smysl a může přispět ke
komplexnímu procesu, jakým je stanovení prognózy
nemocného. Hledání optimálního spektra parametrů je
trvalý proces tak, jak se rozvíjí naše poznání patofyzio-
logických změn v kritických stavech. Volkem navržené
sledování čtyř oblastí „imunomonitoringu“ – tzn. imuno-
logické kompetence (např. CD14;HLA-DR+), zánětu
(např. IL-6), infekce (např. PCT nebo CRP) a tkáňové-
ho poškození (např. E-selektin ) má svoji logiku [34].
Avšak validace takových schémat je velice obtížná.
I některé tuzemské varianty takového „laboratorního
skóre“ čekají na svou validaci v praxi [35].

Závěr

U heterogenní skupiny JIP nemocných jsme pro-
kázali, že rozšířený imunologický profil – speciálně
sledování produkce TNF alfa plnou krví po stimulaci
LPS a sledování hladin IL-6 a IL-10 během prvních 5
dnů – přináší informace o prognóze nemocných. Pře-
živší mají při příjmu na JIP vyšší produkci TNF alfa
a nižší hladiny IL-10. U nepřeživších přetrvává vyšší
hladina IL-6 až do 5. dne hospitalizace.
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