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ABSTRAKT

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo nalézt vztah mezi hematologickymi
laboratornimi parametry a parametry klinického pribéhu onemocnéni COVID-19. Dil¢im

vvvvvv

hematologickych parametrti a tohoto onemocnéni.

V teoretické casti souhrnné popisuji klinicky priabéh a stav onemocnéni
zpusobené virem SARS-CoV-2 vcetné jeho 1é¢by, prehled soucasné epidemiologické
situace ve svété. Literarni ptfehled je rozSifen také o nahled na tuto problematiku
Vv zahranicnich i ¢eskych studiich zabyvajicich se pfedev§im dopadem plisobeni viru na

hematologické parametry a metabolismus pacienta.

Metodicka ¢ast prace se zabyva zpracovanim ziskanych klinickych dat z databaze
informacniho systému infekéni nemoci (ISIN) a hematologickych dat z laboratorniho
informaéniho systému (LIS) v Ustiedni vojenské nemocnici-Vojenské fakultni nemocnici
Praha (UVN-VFN Praha) a naslednym statistickym zpracovanim souboru dat pomoci
statistickych testd (Mann-Whitneyho test, Kruskal-Wallisova ANOVA ¢i logisticka

regrese).

Ziskané vysledky ukazuji, Ze se hematologické parametry li§i dle vybranych
skupin charakterizujicich pribéh onemocnéni (UPV, ECMO, HFNO, kyslik, mortalita,
JIP), také dle pohlavi. VZzdy se 1i§i minimdln¢ v jednom parametru diferencialniho
rozpoctu leukocytd. Byl nalezen vztah mezi hematologickymi parametry (Baso S a IG
%), pohlavim, vékem pacienta a mortalitou. Také byly nalezeny rozdily hematologickych

parametru dle zdvaznosti stavu pacienta.

Klicova slova

COVID-19, hematologie, laboratorni metody, statistika



ABSTRACT

The aim of the present thesis was to find the relationship between haematological
laboratory parameters and the parameters of the clinical course of COVID-19.
A sub- bjective of the thesis was to statistically evaluate possible relationships between

the most important haematological parameters and this disease.

In the theoretical part, | summarise the clinical course and status of the disease
caused by SARS-CoV-2 virus including its treatment, review the current epidemiological
situation in the world. The literature review is also expanded by the insight into this issue
in foreign and Czech studies dealing mainly with the impact of the virus on the

haematological parameters and metabolism of the patient.

The methodological part of the thesis deals with the processing of clinical data
obtained from the Infectious Disease Information System (ISIN) database and
haematological data from the Laboratory Information System (LIS) at the Central
Military Hospital ~The Military University Hospital Prague (UVN-VFN Prague) and the
subsequent statistical processing of the sets of data using the statistical tests (Mann-
Whitney test, Kruskal-Wallis ANOVA or logistic regression).

The obtained results show that the haematological parameters differ according to
selected groups characterizing the course of the disease (UPV, ECMO, HFNO, oxygen,
mortality, ICU), also according to gender. They always differ in at least one parameter of
the differential leukocyte budget. A correlation has been found between the
haematological parameters (Baso S and I1G %), gender, patient age and mortality. The
differences in the haematological parameters according to the severity of the patient's

condition were also found.

Keywords
COVID-19, hematology, laboratory methods, statistics
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Seznam symbolii a zkratek

Seznam symboli

Symbol Jednotka Vyznam

ALP ukat/L Alkalické fosfataza

ALT pkat/L Alaninaminotransferaza
AMS pkat/L Alfa-amylaza

Anti-Xa kIU/L Nizkomolekularni heparin
AST ukat/L Aspartataminotransferaza
AT % Antitrombin

CK ukat/L Kreatinkinaza

Cl mmol/L Chlor

CRP mg/L C-reaktivni protein

Ddim mg/L D-dimer

ESR mm/1 hod Sedimentace

Fib-C g/L Fibrinogen

FDP mg/L Fibrin degradac¢ni produkty
FiO, Objemovy podil Inspiracni koncentrace kysliku
GMT pkat/L Gama-glutamyltransferaza
HCT Ratio Hematokrit

HGB g/L Hemoglobin

IG 10°/L, % Pocet nezralych granulocytt
IL-6 ng/L Interleukin 6

K mmol/L Draslik

LD ukat/L Laktatdehydrogenaza

LDH pkat/L Laktat dehydrogenaza
MCV fl Objem erytrocyti

MCH pg Stfedniho mnozstvi hemoglobinu v erytrocytech
MCHC g/L Koncentrace hemoglobinu v erytrocytech
MPV fl Objem trombocytil

Na mmol/L Sodik

NRBC 10°/L, /100 WBC Normoblasty

NT-proBNP ng/L Natriureticky peptid

PDW fl Distribu¢ni §ite trombocytt
PLT 10°/L Trombocyty

PT S, sekundy Protrombinovy cas

RBC 10'%/L Erytrocyty

RDW % Distribuéni §ife erytrocytl
RET 10°/L, % Retikulocyty

SpO: % Saturace krve kyslikem
TAG mmol/L Triacylglyceroly

TnT ng/L Troponin T

TT S, sekundy Trombinovy ¢as

WBC 10°/L Leukocyty



Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

AIHA Autoimunitni hemolytickd anémie

ARDS Syndrom akutni dechové tisn¢

CBC Kompletni krevni obraz

CiIC Koagulopatie vyvolana COVID-19

CLL Chronicka lymfaticka leukémie

CMML Chronicka myeloidni leukémie

CO2 Oxid uhlicity

COVID-19 Onemocnéni koronavirem

CT Vypocetni tomografie

CIA Cesky institut pro akreditaci

DIC Diseminovana intravaskularni koagulopatie
DIFF Diferencialni rozpocet leukocytt

ECMO Extrakorporalni membranova oxygenace
ECHO Echokardiografie

EKG Elektrokardiografie

FSP Produkty §tépeni fibrinu

GDPR Ochrana osobnich tdaji

HCL Vlasatobunécné leukémie

HFV Vysokofrekvencéni ventilace

HIT Heparinem indukovana trombocytopénie
HRCT Vypocetni tomografie s vysokym prostorovym rozliSenim
CHOPN Chronicka obstruk¢ni plicni nemoc

ID Identifikace

IPU Informacni procesni jednotka

ISIN Informacni systém infek¢éni nemoci

JIP Jednotka intenzivni péce

KO Krevni obraz

LGL Velké granularni lymfocyty

LIS Laboratorni informacni systém

LMWH Nizkomolekularni hepariny

MDS Myelodisplasticky syndrom

MERS-CoV Koronavirus souvisejici s blizkovychodnim respiraénim syndromem
MLR Pomér monocyty/lymfocyty

NASKL Narodni autoriza¢ni stiedisko pro klinické laboratofe
NET Neutrofilni extracelularni pasti

NHL Non hodgkintiv lymfom

NIV Neinvazivni ventilace

NRL Pomér neutrofily/lymfocyty

0] Kyslik

OHKT Oddéleni hematologie a krevni transfuze
PCR Polymerazova fetézova reakce

PIC Difuzni plicni intravaskularni koagulopatie
PLL Prolymfocytarni leukémie

PLR Pomér trombocyty/lymfocyty

SARS-CoV Koronavirus zpusobujici tézky akutni respiracni syndrom
SARS-CoV-2  Koronavirus 2. typu zpusobujici tézky akutni respiracni syndrom
SVL Splenicky vilézni lymfom

TAT Hodnoceni aktivace koagulace

UPV Um¢la plicni ventilace

UVN Ustiedni vojenska nemocnice

VWF Von Willebrandtiv faktor

WHO Svétova zdravotnicka organizace
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1  Uvod

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) identifikovala neznamy koronavirus
zpusobujici pneumonii v ¢inském mésté Wu-chan. Sekven¢ni analyza odhalila, Ze se fadi
mezi viry zpusobujici tézky akutni respira¢ni syndrom (SARS), druh SARS-CoV.
Onemocnéni bylo nasledné¢ oznaceno nazvem COVID-19. Pivodce onemocnéni byl
v Ceské republice poprvé diagnostikovan v bieznu 2020. V bieznu 2020 byla nékaza
COVID-19 ozna¢ena WHO za pandemii, tim se Stala celosvétovym rizikem. V reakci na
vypuknuti pandemie, se stdva problematika hematologickych vySetfeni ve spojitosti

s COVID-19, velmi aktualnim a zajimavym tématem po celém svété [1].

Pracuji jako zdravotni laborantka v UVN-VFN Praha na oddéleni hematologie a
krevni transfuze (OHKT), kde mi byl také umoznén sbér dat K této diplomové praci.
V ramci rutinniho vySetfovani jsem pozorovala vyrazné rozdily v laboratorni diagnostice
u pacientti s onemocnénim COVID-19 napi.: rozdily v pomérném zastoupeni leukocytl
a jejich morfologickych zmén, vySe hladiny D-dimert. Tyto rozdily mé inspirovaly
k bliz§imu prozkoumani této problematiky. S takto vysokymi hodnotami D-dimerd, jsem

se osobn¢ setkala poprvé az u pacientii S onemocnénim COVID-19.

V této praci se vénuji predevSim hematologickym parametrim, které mohou
souviset s predikci tézkého pribéhu onemocnéni a nalezenim téch parametrd, u kterych
muze dochazet k jejich elevaci ¢i naopak k rapidnimu snizeni v jejich poctu ¢i hlading,

s cilem najit prognostické markery zadvaznosti onemocnéni.
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2 Prehled soucasného stavu

2.1 COVID-19

V poslednich 20 letech zpusobily rtzné druhy koronaviru (SARS-CoV),
koronavirus souvisejici s blizkovychodnim respira¢nim syndromem (MERS-CoV) a
SARS-CoV-2) tii rozsahlé epidemie onemocnéni. Koronaviry jsou charakterizovany a
pojmenovany podle korunovitych hrotdi na povrchu viriond. Existuji Ctyfi hlavni
podskupiny koronavirti, alfa, beta, gama a delta. Virus SARS-CoV-2, puvodce

onemocnéni COVID-19, je z téchto tii druhti zatim nejvirulentnéjsi [2].

Poprvé se virus SARS-CoV-2 objevil v ¢inském mést¢ Wu-chan a byl
identifikovan WHO, jako betakoronavir. Postihuje dolni cesty dychaci a projevuje se jako
pneumonie u lidi. Jiz vroce 2019 byly doporuceny postupy hygienické prevence,
diagnostiky a byla vydana doporuceni zakladnich laboratornich vysetfeni, vcetné
vySetfeni hematologickych parametrti krevniho obrazu (KO) a koagula¢nich vySetieni
(KOAG) [1]. Pocet piipadu rostl exponencialng, coz mélo k dubnu 2021 za nasledek vice
nez 150 milionu lidi infikovanych po celém svéte a vice nez 3,1 milionu umrti [2]. Dne

5. kvétna 2023 byla zrusena pandemie COVID-19, generalnim feditelem WHO [3].

2.2 Klinicky obraz infekce COVID-19

Jednd se o akutni infekéni onemocnéni s postizenim respiracniho traktu
zpusobené virem SARS-CoV-2 s inkubacni dobou 2 az 14 dni od expozice (primér 5-6
dni). Klinické projevy jsou pestré, ale nemusi se projevit v§echny najednou. Mohou se
vyskytnout i asymptomaticti pacienti. U symptomatickych pacientii se mohou objevit
mirné az zdvazné piiznaky. Mezi mirné pfiznaky patii horecka, kasel, bolest hlavy a
unava, s mirnym nebo zadnym zéapalem plic. Mohou se také projevit poruchy zazivaciho
akutni respira¢ni syndrom (ARDS), hypoxie a dusnost. V kritickych pfipadech pacienti
trpi multiorganovou dysfunkei, respiracnim selhdnim a septickym Sokem. Velkym
nebezpedim maze byt vznik trombi a nasledné bezptiznakové tmrti. Umrtnost je vyssi
u starSich lidi s chronickymi komorbiditami, jako je diabetes mellitus, ischemicka

choroba srde¢ni, hypertenze, chronicka obstrukéni plicni nemoc (CHOPN) a obezita [4].
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Studie A review on how to do hematology consults during COVID-19 pandemic
[5] zaznamenala specificky nalez laboratornich abnormalit u pacientii s onemocnénim
COVID-19: lymfopenie (82,1 %), trombocytopenie (36,2 %) a leukopenie (33,7 %).
U pacientt s kriti¢téjSim klinickym obrazem byly pozorovany nasledujici koagulopatie:

prodlouzeny protrombinovy ¢as (PT) a elevace D-dimeru [5].

2.3 Klinicky pribéh onemocnéni

Z pocatku byly popsany pouze ¢tyii skupiny pribéhu onemocnéni. OvSem stale
vice se objevovali pacienti bez piiznaki, ktefi byli potencionalnimi pienaSeci koronaviru.
Z dliivodu stejné moZznosti prenosu infekce, jako u symptomatickych pacientd, se zaradila

do klasifikace pata, tzv skupina asymptomatickych pacientt [6].

Zavaznost klinického stavu pacienta s diagnézou COVID-19 je hodnocena dle
potieby kysliku viz Tabulka 2.1 [7].

Tabulka 2.1 Klasifikace zavaznosti COVID-19 [7]

1 bez ptiznakl
Lehky prabeh lehké ptiznaky, bez nutnosti oxygenoterapie, neni
potieba hospitalizace
Stfedns 162k§ pribeh . dusnost, hypoxémie s nutnosti oxygenoterapie,
hospitalizace na standardnim oddéleni
4 potfeba HFNO nebo NIV

Té&zky pribéh -
potieba UPV nebo ECMO, hospitalizace na JIP

Asymptomatickd, ¢i presymptomaticka forma se vyznacuje absenci klinickych
ptiznaki COVID-19. U asymptomatické formy se pifiznaky neprojevi po celou dobu
subklinické infekce, kdeZto u presymptomatické formy se pfiznaky onemocnéni
COVID-19 rozvinou nasledn¢ [4]. Hodnoty SpO: (saturace krve kyslikem) odpovidaji
fyziologickym hodnotam (95-99 %). Z hlediska Sifeni koronaviru je tato skupina

u asymptomatickych  pacienti  nepodavd  zadna, u rizikovych  pacienti

s presymptomatickou formou muzeme podat antivirotika ¢i monoklonalni protilatky [8].
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Mirna forma se vyznacuje piitomnosti jednoho ¢i vice klinickych ptiznakt
(horecka, bolest v krku, kasel, inava, bolest svalii a kloubtl, nauzea, zvraceni, prijjem,
ztrata chuti a ¢ichu a dalsi). V téchto pripadech pacienti netrpi dusnosti, ani se u nich
nevyskytuji jakékoliv radiologické zmény dolnich cest dychacich [4]. Pacienti jsou lé¢eni
ambulantné antivirotiky, pfipadné€ v pocatcich onemocnéni podanim monoklonalnich

protilatek [8].

Stredné zavazna forma se projevuje stejnymi piiznaky jako vysSe zminéna mirna
forma, navic se objevuje dusnost, nebo postizeni dolnich cest dychacich (pneumonie).
Hodnota SpO2 je > 94 %, bez potiecby oxygenoterapie [4]. Doporucuje se 1écba

antikoagulacni profylaxi LMWH (nizkomolekularni heparin), ptipadné 1é¢ba antivirotiky

napi. 1ék Remdesivir. [8].

Zavazna forma ma stejné piiznaky jako stiedné zévaznd forma. Navic se
Vyznacuje zavaznym postizenim dolnich cest dychacich, vyznamnou dusSnosti,
zrychlenym dychanim vice nez 30 dechti za minutu, radiologickymi zménami plicniho
parenchymu (vice nez z 50 %), rentgenovy obraz odpovidajici pneumonii, hodnota SpO>
je <94 % [4]. V tomto piipadé je nutné pouziti vysokopritokové nazalni oxygenoterapie

(HFNO) nebo neinvazivni plicni ventilace (NI1V) [8].

Kritickd forma ma stejné projevy jako zavaznd forma. Navic se vyznacuje
respiracnim selhdnim, septickym Sokem, multiorganovym selhanim, nebo alespon jednim
zuvedeného [4]. Pacienti jsou hospitalizovani na jednotce intenzivni péce (JIP)
s potfebou umeélé plicni ventilace (UPV) nebo mimotélni membréanové oxygenace
(ECMO) [8].

2.3.1 Indikace k prijeti do nemocnice

Dle doporuceni infekéniho 1€kafstvi je hlavnim diivodem hospitalizace hypoxie
S nutnosti oxygenoterapie nebo vycerpani spojené s dehydrataci pacienta. Musi byt brany
Vv uvahu rizikové faktory zptisobujici zavazny pribeh onemocnéni. Mezi které patii vyssi
vek (nad 65 let), diabetes mellitus a S ni souvisejici obezita, hypertenze, CHOPN a jina
plicni onemocnéni, dysfunkce srdce ¢i jater, imunodeficience, imunosupresivni lé€ba
nebo probihajici onkologicka 1é¢ba. Mezi klinické diivody k hospitalizaci fadime dusnost,
tachypnoe, SpO2 <93 %, poruchu védomi, horecku nad 38,3 °C, puls nad 125/minutu a
také hypotenzi [4].
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Doporucena hematologicka laboratorni vySetfeni jsou zakladni KO + DIFF
(diferencialni rozpocet leukocyttt), PT (protrombinovy cas), aPTT (aktivovany parcialni
tromboplastinovy ¢as), D-dimery a fibrinogen. Doporu¢enym biochemickym vySetienim
krve je uréeni hladiny: Na (sodik), K (draslik), Cl (chloridy), urea, kreatinin, kyselina
mocova, bilirubin, ALT (alaninaminotransferaza), AST (aspartataminotransferaza),
GMT (gama- glutamyltransferaza), ALP (alkalicka fosfataza), AMS (alfa-amylaza),
TAG (triacylglyceroly), glukoza, celkova bilkovina, albumin, CK (kreatinkinaza),
myoglobin, TnT (troponin T), IL-6 (interleukin 6), CRP (C reaktivni protein),
prokalcitonin, ferritin, LD (laktatdehydrogenaza), NT-proBNP (natriureticky peptid),
vySetieni moc¢i (chemicky + sediment). Mezi doporucena mikrobiologicka vySetfeni
fadime: vylouceni pfitomnosti bakteridlni infekce zpiisobené bakteriemi Legionella ¢i
Streptococcus agalactiae, kultivace a cytologie sputa a hemokultury pii febrilii. Dale se
doporucuje provést EKG vysetfeni, rentgen hrudniku. Dle aktudlniho stavu pacienta je
doporuceno zvazit HRCT (CT s vysokym rozliSenim) plic, ultrazvuk hrudniku, ECHO

(echokardiografie) srdce nebo bronchoskopii [7].

U starSich pacientli mize bez varovani dochézet k tiché hypoxii, proto se zvazuje
opakované vySetieni pacientti v prub&hu hospitalizace. Nasledkem muze byt kritické

zhorS$eni stavu pacienta, které mize vyustit napf. v respiracni selhani [4].

Mezi doporufend opakovana klinicka vySetfeni se fadi rentgen plic, pulzni
oxymetrie a méfeni tlaku. Zakladni krevni obraz a diferencialni rozpocet leukocytt
povazujeme za opakované vySetfeni automaticky. Dulezitym koagula¢nim vySetienim
pro opakovani v prub&hu hospitalizace je predevsim hladina D-dimeru. Z biochemickych

vySetieni se doporucuje napi. CRP, ferritin, troponin a kreatinkinazu [4].

2.4 Léc¢ba onemocnéni COVID-19

Lécba onemocnéni COVID-19 se nejcastéji zamétuje na lécbu kyslikem
(oxygenoterapie). Doporucuje se zacit s polomaskou, pti selhdni nastupuje pouziti HFNO
(vysokopratokova nosni kyslikova terapie). Cilova SpOz2 je vice nez 90 % (téhotné Zeny
92-95 %). Neinvazivni plicni ventilace (NIV) je indikovand pouze u nemocnych
s hyperkapnii (zvySeni CO2 v krvi). Upfednostiiuji se celoobli¢ejové masky nebo helmy.

Rozhodnuti zahdjit mechanickou ventilaci by mélo byt zalozeno na klinickém stavu
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pacienta, nikoli pouze na ¢iselnych kritériich. Mechanicka ventilace by v8ak méla byt
vyuzita dfive, nez pacient dosdhne extrémnich hodnot. Invazivni UPV by méla byt
indikovana individudln€, pouze pii selhani neinvazivnich metod podpory oxygenace a

ventilace [8].

Onemocnéni COVID-19 navozuje hyperkoagulaéni stav pacienta. VSem
hospitalizovanym pacientim se z divodu hrozby hyperkoagulace, doporucuje
antikoagula¢ni profylaxe. Doporucuje se podani nizkomolekularniho heparinu (LMWH),

ktery u¢inné snizuje mortalitu pacientt [8].

V Casnych stadiich onemocnéni je vhodné pouzit antivirotikum Remdesivir.
Optimalni je zah4jit terapii pti po¢inajici hypoxémii (snizeny obsah kysliku v krvi), tudiz
nutnosti oxygenoterapie a soucasné pii bilateralni (oboustranné) pneumonii. Splnénim
uvedenych kritérii se podava Remdesivir i.v. po dobu péti dnti (prvni den 200 mg,
2.-5.den 100 mg i.v.) [8].

Dexamethason se podava pifi hypoxémii a soufasnych zndmkéich zanétu
(horecka, vyssi feritin a/nebo IL-6). Davkovani se uvadi 8 mg i.v. jednou denné po dobu

deseti dnti. Opatrnost je na misté u pacientt s t¢zkou lymfopenii [8].

Jednorazové podani rekonvalescentni plazmy od darct, ktefi prodélali
onemocnéni COVID-19 s vysokou hladinou protilatek, se ukazuje jako dal$i moznost
1é¢by onemocnéni COVID-19 [8]. Podava se pouze ambulantné pfi prvnich pfiznacich

onemocnéni, u hospitalizovanych pacientt se jiz nepodava [9].

2.4.1 Oxygenoterapie

Oxygenoterapie je nedilnou soucasti terapie pacientd S onemocnénim COVID-19.
Jedna se 0 lécebnou metodu, pfi niz je pacientovi ve vdechované smési aplikovana vyssi
koncentrace O nez je 21 %. Vyssi koncentraci Oz, nez je pfitomna v atmosférickém

vzduchu se zvysuje nabidka kysliku tkanim [10].

Kyslikové bryle viz obrazek 2.1 se skladaji z delsi umeélohmotné cévky stocené
do kruhu, pferusené dvéma vstupy, jimiz se vede kyslik do nosu pacienta. Nasazuji se na
kraj nosnich priiduchil a postranni ¢asti se zasunou za usi pacienta. Pfivod kysliku do

bryli je nejcastéji 5—6 1/min. Slouzi k pfivedeni kysliku vychéazejiciho z pfistroje,
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v koncentraci 90-95 %, do nosu pacienta. Kyslikové medium se ptidava k béznému
dychani pro vyssi koncentraci kysliku, a tudiz lepsi saturaci krve. Vyhodou je mozné
vyuziti bryli po delsi dobu. Nevyhodou je velka ztrata kysliku a zvySené riziko ucpani
cévky sekretem [10].

Obrazek 2.1 Kyslikové bryle [10]

Kyslikova maska viz obrazek 2.2 se sklada z prihledného plastu opatfeného
vypodloZenim a z gumy, ktera se pfipeviiuje kolem hlavy. V masce se nachézi otvory pro
hadici a vydechové otvory. Piivod kysliku do masky je nej€astéji 7 I/min. Vyhodou je
snadna a rychld manipulace, maska dobie pfilne k obli¢eji a také moznost dosazeni
vysoké koncentrace kysliku ve vdechovaném vzduchu. Zasadni nevyhodou je ztizeni
pozorovani samotného pacienta, zvySuje odpor dychacich cest a nemlze Se pouzit

U pacientl v bezvédomi, u pacientt s rizikem zvraceni a u neklidnych pacientt [10].

Obrazek 2.2 Kyslikova maska [10]
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HFNO - vysokopriitokova nosni kyslikova terapie viz obrazek 2.3 je vhodna
pro 1é¢bu hyperkapnickych, hypoxickych pacientl a je efektivni u COVID-19 pacient.
HFNO je fazena mezi piistroje neinvazivni dechové podpory. Piistroj poskytuje stabilni,
konstantni vysoky prutok ohtatého a zvlhéeného vzduchu béhem inspirace a expirace,
ptes nosni kanylu. Nosni kanyla je zahtivana az k nosu, tim eliminuje kondenzaci. Pfim¢es
kysliku je volitelnd az 60 I/min. Vyhodou je sniZeni potfeby intubace, efektivni vyplach

CO; b¢hem expirace, konstantni FiO2 [11].
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Obriazek 2.3 HFNO [11]
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UPV — uméla plicni ventilace viz obrazek 2.4 a obrazek 2.5 je zplsob dychani,
pfi kterém je pratok plynt respiracnim traktem Upln€é nebo castecné nahrazen
mechanickym pfistrojem. Indikace nastava, pokud doslo ke vzniku zavazné ventilacni
nebo oxygenacni poruchy, nebo je vznikem této poruchy pacient ohrozen. UPV muze byt
zavedena neinvazivnim zpusobem, ktery pouzivad rdzné masky, nebo zplsobem
invazivnim. Pro invazivni zplsob ventilace je typicky zasah do t¢€la pacienta. Naptiklad
zajisténi dychacich cest pomoci endotrachealni trubice nebo pouziti tracheostomie.
Existuji riizné druhy ventilace napt. pietlakem, podtlakem, tryskova ventilace, oscilacni
ventilace. Tryskova a oscilacni ventilace se fadi do vysokofrekvencnich ventilaci

tzv. high flow ventilace — HFV [12].

TnoT

Obrazek 2.4 UPV [12]
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Obrazek 2.5 UPV schéma [12]
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ECMO - extrakorporalni membranova oxygenace viz obrazek 2.6 je metoda
vyuzivana v intenzivni medicing, ktera je schopna docasn¢ nahradit funkci srdce a plic.
Pomoci jednoho katetru se odebird krev ze Zilniho systému, kterd je poté vhanéna pies
oxygenator zpét do té€la pomoci druhého katetru. Mimotélni membranova oxygenace tak
muze zajistit optimalni okysli¢eni po dobu nékolika dni, dokonce i nékolika tydni nebo

meésici. Plice tak maji ¢as na zhojeni bez pouziti agresivni mechanické ventilace [13].

CENTRAL ILLUSTRATION: Basic Cannulation for VA-ECMO Support

Central Cannulation Peripheral Cannulation

Peripheral Cannulation
with Distal Perfusion
Catheter

Peripheral Cannulation via Internal

Jugular Vein and Axillary Artery Possible Ambulation with
Internal Jugular and

Axillary Artery Cannulation

Keebler, M.E. et al. J Am Coll Cardiol HF. 2018;6(6):503-16.

Obriazek 2.6 ECMO [13]
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2.5 Zmény  hematologickych  parametri Vv prubéhu
onemocnéni COVID-19

Koronavirus COVID-19 byl v roce 2019 rozsiten z Ciny do celého svéta. Reakci
na situaci ve svété odrazi zahranicni literatura, ktera se zabyva nejen klinickym prabé¢hem
onemocnéni, prevenci a §ifenim viru, ale také moznymi prediktory onemocnéni. Jednim
ze zkoumanych prediktori zdvaznosti onemocnéni se stavaji hematologické parametry.

Pro lepsi ptehlednost uvadim poznatky ze zahrani¢nich studii [1].

Clanek The critical role of laboratory medicine during coronavirus disease 2019
(COVID-19) and other viral outbreaks [14] uvadi, ze COVID-19, vyrazn¢ ovlivni
budouci vyvoj onemocnéni dolnich cest dychacich. Oc¢ekava se, ze pocet imrti na infekce
onemocnéni je smérem k syndromu akutni respiracni tisné¢ (ARDS), pak miize nasledovat
virova sepse, diseminovana intravaskularni koagulopatie (DIC) a multiorgdnové selhani.
Leukocytoza, neutrofilie a lymfopenie predpovidaji progresy k tézkym az kritickym
formam COVID-19. Z koagulaénich parametrii maji nejvétsi vyznam zvysené hodnoty

D-dimerd a PT [14].

Popisna studie Analyty klinické biochemie a hematologie u COVID-19 [15] na
zéklad¢ dostupnych zdrojt literatury a doporuceni k monitorovani pacientli pracovni
skupiny IFCC (“Task Force on COVID-19%) zjistila nasledujici vysledky. Parametry KO
jsou pro sledovani onemocnéni zasadni. Zmeény v poctech leukocytd, neutrofild,
trombocyti a poklesu eozinofili zna¢i mozny zavazny stav onemocnéni. Koagulacni
zmény, piedev§im D-dimert, se zdaji byt zasadni, protoze hodnoty mimo referen¢ni meze
ma 100 % pacienti, pficemz autofi zduraziuji predev§im sjednoceni jednotek meteni

tohoto parametru [15].

Studie Neutrophils and COVID-19: The road so far [16] popisuje spojitost nejvice
zastoupenych leukocytli v krevnim fecisti s onemocnénim COVID-19. Uvadi, ze tyto
buiky souvisi s chronickymi zanétlivymi onemocnénimi (diabetes mellitus,
kardiovaskularni onemocnéni). ZvySeny pomér NRL (N/Ly) mlze byt u téchto
komorbidit fatalni. V ¢asném stadiu se obecné oznaCuje pomér NRL jako ukazatel
zavaznosti onemocnéni. Pfi zvySeni poméru NRL se aktivuje C-reaktivni protein a

zvySuje se hladina D-dimert. Tato studie déale popisuje dal$i funkce neutrofilti napf.
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Zvysend hladina NET siti je spojena s poSkozenim plic a také se podili na trombdze.
Z toho vyplyva, Ze jsou hojné zastoupeny u tézkych ptipadi COVID-19 v plicich.

U zavaznych piipada také miize nastat multiorganové selhani a ARDS [16].

Lax a kolektiv [17] se ve Svycarsku podileli na pitevni studii jedenacti ndhodné
vybranych pacientti zemielych na COVID-19. VSichni pacienti se nachazeli ve véku
66-91 let. Pacienti s pfevahou muzi, mé¢li pozitivni nalez trombt na mikroskopické
i makroskopické trovni v plicnich tepnach. Umrti nasledné souvisela s akutni plicni

hypertenzi a zastavou plicniho ob&hu [17].

Dalsi popisna studie Coagulation and anticoagulation in COVID-19 [18] zmifuje
dualezitost lymfopenie, NRL a dalSich zanétlivych ukazatelt napt. CRP, LDH a feritinu.
Zahrnuje koagulaéni vySetteni aPTT, PT, fibrinogen, D-dimery, FDP a pocet krevnich
desticek. Podle studie je potieba zvazit trombocytopenii vyvolanou 1éky, jako je heparin
a otestovat pritomnost protilatky proti heparinu-PF4. Protilatka proti heparinu-PF4 se
vyskytla u vétsiny kriticky nemocnych pacienti. Predpoklada se, ze piitomnost této
protilatky koreluje s progresivni trombocytopenii a zavaznosti onemocnéni COVID-19.
Doporucuje se ovefeni metodou HIT (heparinem indukovana trombocytopenie).
SARS-CoV-2 primo infikuje megakaryocyty, miize tim ovlivnit pocet a funkci krevnich
desticek. Prubézné sledovani PT, predevS§im u zavaZznych ptipadd, se jevi jako dobry
prognosticky marker mortality. Rozsdhla mikrovaskuldrni tromboéza v plicich, se
oznacuje jako difuzni plicni intravaskularni koagulopatie (PIC), charakteristicka
zvySenim D-dimerti a FDP. D-dimer vétsi nez 1 mg/L je predpoklad nepteziti. Hladina

D-dimeru mize slouzit pro vybér pacienti vhodnych k podani antikoagulaé¢ni 1écby [18].
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Proménna Sepse COVID-19 Konvenéni sepse

aPTT N/JT THr1t
PT Nj1 Tt
Fibrinogen L lnarant!
Trombocytopenie NJL L1l
FsSP T Tt
D-dimer Tt Tt
Schistocyty na natéru z periferni krve Neni pritomen Casty

Zkratky: aPTT: aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as, PT: protrombinovy ¢as, FSP:
produkty 3tépeni fibrinu, N: normalni, T:mirné zvy3eni, t1: mirné zvy3eni, 111, vyrazné

zvydeni, | :mirné sniZeni, ||: mirné sniZeni, ||| : vyrazné sniZeni.

Obrazek 2.7 Sepse COVID-19 vs Konvenc¢ni sepse [18].

Z obrazku 2.7 je patrné, ze existuji vyrazné rozdily mezi indikacemi septického
stavu. Pfi sepsi u pacientl s onemocnénim COVID-19, D-dimer neimérné prevlada nad
ostatnimi koagula¢nimi proménnymi, hladina fibrinogenu se podoba hladiné p#i DIC,

ostatni parametry jsou nezménéné ¢i neprukazné [18].

S ohledem ke zvySenému riziku makrovaskularni a mikrovaskularni trombozy
U pacientlt s onemocnénim COVID-19, byla jako zmirfiujici moznost navrzena
antikoagulacni  1é¢ba. Miuze blokovat nebo zpomalit progresi do DIC.
U hospitalizovanych pacientll je upfednostiiovano uzivani heparind, zejména LMWH.
Stale se diskutuje optimalni davka antikoagula¢nich 1é¢iv. Rozdilna vaha populace a
rozdilnd zavaznost onemocnéni upozoriiuje na individudlni pfistup Vv 1écbé pacienta.
Proto byla snaha o vytvoreni hodnoticiho syst¢ému CIC score (koagulopatie vyvolana
COVID-19). Tento systém vychazel z DIC score obohaceného o hodnotu D-dimert a
upravy bodi pro jednotlivé sekce [18].
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2.6 Analyza krevniho obrazu

Moderni klinickd hematologie je velmi komplexnim klinicko-laboratornim
medicinskym oborem. Hematologie je védnim oborem, ktery se zabyva studiem krve a
vSemi jejimi slozkami. Studuje zejména bunky krve z hlediska jejich morfologie, poctu a
funkce. V soucasné dob¢é je zaméfena na genetiku onkologickych onemocnéni.

V minulych letech byla klinicka hematologie velmi ¢asto spojovana S onemocnénim

COVID-19 [19].

2.6.1 Referen¢ni rozmezi KO
Pro seznameni s jednotlivymi parametry krevniho obrazu ptikladam tabulku 2.2

s referen¢nim rozmezim fyziologickych hodnot.

Tabulka 2.2 Referenéni rozmezi KO [20]

Vysetieni Fyziologické hodnoty Jednotky
Muzi Zeny méFeni

WBC 4,00-10,00 10%/L

RBC 4,00-5,80 3,80-5,20 10%/L

HGB 135-175 120-160 g/L

HCT 0,40-0,50 0,35-0,47 Ratio

MCV 82,0-98,0 fl

MCH 28,0-34,0 Pg

MCHC 320-360 g/L

PLT 150,0-400,0 10%/L

RDW 10,0-15,2 %

MPV 7,8-12,8 fl

PDW 9,0-17,0 fl

NRBC absolutni 0,000-0,015 10%/L

NRBC relativni 0,00-0,10 /100 WBC

RET 0,5-2,5 %

RET 25-100 10%/L
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2.6.2 Buiiky krve [21]

Krev je tvofena suspenzi krevnich elementu (erytrocytt, leukocytd a trombocyti)

rozpousténych v krevni plazmé. Kazda z téchto bunck mé svij vyvoj, vzhled a funkci.

Fyziologické rozlozeni leukocyti v periferni krvi viz tabulka 2.3.

Tabulka 2.3 Fyziologické hodnoty diferencialniho rozpo¢tu leukocyti v periferni krvi [20]

Bunky %
) Segment 45-70
Neutrofily
Ty¢ 0-30
Granulocyty __
Eozinofily 0-5
Bazofily 0-2
Lymfocyt 20-45
Agranulocyty
Monocyt 2-12

Leukocyty

Granulocyty — jsou buiky, které v cytoplazmé obsahuji specificka granula,

polymorfni granulocyty maji vicecetnd jadra (polymorfonukleary). Délime je podle

zralosti na tyCe a segmenty. Dale je délime podle barvitelnosti na neutrofily, bazofily a

eozinofily.

Vyvoj: myeloblast — promyelocyt — myelocyt — metamyelocyt — eosinofilni/

bazofilni/ neutrofilni ty¢ — eosinofilni/ neutrofilni/ bazofilni segment.

Myeloblast — kulaty, Gzky lem cytoplazmy, 14-20 um, velké jadro s jadérky,
jemny chromatin, bazofilni cytoplazma bez granul, pocet v kostni dieni 0,5-2 %.
Promyelocyt — velky, kulaty, 18-25 um (nejvétsi z leukocyttr), velké kulaté jadro
S jadérky, jemny chromatin, modra cytoplazma, hruba azurofilni tmava granula,
V kostni dieni 0,1-0,4 %.

Myelocyt — kulaty, méné zraly, 16-20 um, mensi kulaté vtlatené jadro, hruby
chromatin, malo viditelna jadérka nebo bez jadérek, bazofilni/ oxyfilni
cytoplazma, specificka granula (neutrofilni/eozinofilni/bazofilni), v kostni dieni
neutrofilni 1,2-2 %, eosinofilni 0,5-2 %, bazofilni 0-0,5 %.

Metamyelocyt — kulaty nebo ovalny, 10-18 um, mensi jadro, ledvinovité, pii
obvodu, hutny chromatin, malo viditelnad jadérka nebo bez jadérek, rtzova
cytoplazma, jemna hustd Sedortizova az Cervenortizova granula, v kostni dfeni

neutrofilni 14-20 %, eosinofilni 0,5-1 %, bazofilni 0-0,2 %.
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¢ Neutrofilni/bazofilni/eosinofilni ty¢ (nesegmentovany granulocyt) — 9-15 pum,
jadro tvaru tycky, vétSinou zahnuté, hruby chromatin, tramcovity, cytoplazma
rizova se specifickymi granuly (neutrofilni, eozinofilni nebo bazofilni).

e Neutrofilni segment - 6,5- 10°/1, 2/3 specifickd granula, 1/3 azurofilni granula,
schopnost fagocytdzy.

e Bazofilni segment - 0-0,1- 10° /I, 12-15 um, jadro lalo¢naté, piekryto granuly,
specificka basofilni granula (modra — hnédofialova) (heparin, histamin), akutni
hypersenzitivni reakce.

e Eozinofilni segment - 0-4,5- 10° /I, 10-15 um, dvojlaloénata jadra, bez jadérek,

specificka granula (Cervend az oranzova), alergické reakce, parazitarni infekce.

Agranulocyty — neobsahuji v cytoplazmé specificka granula, mohou obsahovat
pouze azurofilni granula. Nemaji segmentované jadro (mononukleéry), cytoplazma je

bazofilni. Radime sem lymfocyty a monocyty.

Lymfocyty — jsou druhym nejpocetnéjs§im typem bilych krvinek, neobsahuji
Vv cytoplazmé specifickd granula, ale azurofilni granula (existuji vyjimky — granularni
lymfocyt), velikost 8-16 um (aktivované LGL jsou vétsi), ovalné jadro, cytoplazma

modra, fyziologicky malé kulaté bunky.

Monocyty — nepravidelny tvar, 16-22 um, velké jadro, excentricky uloZené, ridky
chromatin, podkovovité, bez jadérek, cytoplazma bohatd, Sedomodré, né¢kdy vakuoly,

jemné azurofilni ¢astice ¢i fagocytované ¢astice, v kostni dieni 0,5-1 %.

Erytrocyty — primérna velikost 7,2 um, bikonkévni tvar, bezjaderné bunky,

nemaji vlastni proteosyntézu, funkci cervené krvetvorby je zajistit tvorbu erytrocyti.

Trombocyty — nejmensi Castice v krvi (pramér 2-4 um), bezjaderné formované
krevni elementy, které maji nezastupitelnou ulohu pii zastavé krvaceni (hemostaze),
podet v krvi: 150-400 -10° /I, dvé tietiny trombocytii cirkuluji v Krvi a jedna tfetina

ve slezinég.

28



2.6.3 Diferencidlni rozpocet leukocyti

Obrazek 2.8 Diferencialni rozpocet leukocyti [22]

Diferencidlni rozpocet leukocytli je pétipopulacni déleni leukocytii podle
pifitomnosti granulace a barveni cytoplazmy viz obrazek 2.8. Leukocyty jsou jaderné
bunky vétsi velikosti. Diferencialni rozpocet provadime z panopticky obarveného natéru
z kapky plné krve viz obrazek 2.9. Na analyzatorech Sysmex méfime Sestipopulacni
diferencialni rozpocet, ktery obsahuje navic nezralé¢ granulocyty (IG), kam fadime

promyelocyty, myelocyty a metamyelocyty [22].

—_—
Obrazek 2.9 Zorné pole leukocyti pod mikroskopem [22]
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2.6.4 Morfologie [23]

Morfologické zmény granulocyti

Zmény v granulaci bun¢k

Beze zmén — nélez je morfologicky ve fyziologickych mezich.
Hypergranulace/Toxicka granulace — se oznaCuje jako hruba, tmavé modra
primarni cytoplazmatickd granula, vyskytujici se pii infekcich, popaleninéch,
drogové intoxikaci a zanétech.

Agranulace — takto oznacujeme granulocyty zcela bez granulace, piedevsim
U popisu dysplastickych zmén v granulocytarni fad¢, musi byt pfitomny u vice
nez 25 % neutrofill, eozinofili ¢i bazofili.

Zmény v poctu segmenttl (¢lankd jadra granulocytit).

Hypersegmentace granulocytti —u neutrofilt se tyka bun¢k, kde je jadro rozdéleno
na vice nez 5 segmentul.

Hyposegmentace/asegmentace/pelgeroidie — jedna se o buiky hypo
(2 segmenty a mén&) Ci zcela asegmentované, s abnormdlné¢ hutnym,

kondenzovanym (hrudkovitym) jadernym chromatinem.

Inkluze v cytoplazmé granulocytd

Dohleho inkluze — svétle modré cytoplazmatické inkluze (téliska) kulovitého
tvaru nebo tvaru tyCinky uloZené nejCastéji pfi okraji bunky. Nalézame je pii
infekcich, 1ékovych intoxikacich, podavani rustovych faktort, popaleninach,

MDS, mohou se objevit i v t€hotenstvi.

Vakuolizace leukocytl se miize nachazet ve vSech vyvojovych fadach

Morfologické zmény monocytu

Patologické monocyty nebo promonocyty nachédzime u akutni myelomonocytéarni

¢i monocytarni/monoblastické leukémie, u onemocnéni CMML nebo MDS musi byt

zmény U poloviny pfitomnych monocytii (nelze hodnotit pfi monocytopenii).

Reaktivni monocyty — obecné do této kategorie fadime zmény granulace a
zbarveni cytoplazmy, ¢etnou a vyraznou vakuolizaci, zmény tvaru jadra, struktury

jaderného chromatinu a pfitomnost jadérek. Nalézame u aktivovanych monocyt.
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o Atypické/patologické jsou monocyty s hypolobaci, s perzistenci jadérka ci
bazofilii cytoplazmy pii nukleocytoplazmatické asynchronii, ojedinéle
I S vyrazngjsi granulaci ¢i vakuolizaci.

e Promonocyty jsou builkky vétsi nez monocyty, maji prostornou cytoplazmu
bez granulace ¢i misty s jemnymi granuly ¢i vakuolami; nepravidelné tvarované

¢1 mirn¢ prelozené jadro, s jemnym chromatinem, s razné zfetelnymi jadérky.

Morfologické zmény lymfocyti

Patologické lymfocyty nachazime pfedevsim u riznych druht leukémii. OvSem
nepatrné zmény miizeme pozorovat u mirnych onemocnéni. Pozorujeme tvar a barvu
cytoplazmy, tvar jadra a strukturu chromatinu a na zavér, zda se vyskytuji jadérka v jadie

bunky.

e Hold jadra, jaderné stiny — vSechna hola jadra pfitomna v natéru s vyjimkou jader
megakaryocytl a veskeré jaderné stiny véetné Gumprechtovych stinli u chronické
lymfatické leukemie (CLL).

e Cytoplazmatické fragmenty — pfitomnost casti cytoplazmy kteréhokoliv
elementu.

e Vakuolizace v cytoplazmé.

e LGL/velké formy lymfocyti — stiedné velké aZ velké lymfocyty s vétSinou
excentricky ulozenym jadrem (kulaté az ovalné) s vysokym pomérem cytoplazmy
k jadru s azurofilnimi granuly v cytoplazmé. Granula jsou v cytoplazmé bud’
diftzn€, nebo soustfedéna na jedno misto. Cytoplazma byva vétSinou svétle
modra. Cast bundk ma okolo granuli prosvétleni.

e Reaktivni lymfocyty — lymfocyty reagujici na infekéni agens, viddme je napft.
u infekéni mononukledzy, ale i u fady dalSich infekci. VétSinou pomérné
polymorfni elementy, dochazi ke zvétSeni jadra i objemu cytoplazmy. Jednd se
vétSinou o elementy velikosti 10-25 um, jadro ovalné, ¢lenité nebo podlouhlé,
chromatin ,,rozvolnény“. Mohou byt vidét jedno nebo dvé velka jadérka.
Cytoplazma je Casto bohata, barvi se modie a prechazi od svétlé kolem jadra
V tmavé modrou u okraju (,,zapusténé* okraje — jako kdyZz pouZzijete vodové barvy
na vlhkou podlozku). Cytoplazma miize byt ,,zubatd” a piiléhd k okolnim
cervenym krvinkam. V cytoplazmé€ mlZeme nalézt i azurofilni granula a/nebo

vakuoly.
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»Vlasaté®“ lymfocyty — patologické lymfocyty s jemnymi cytoplazmatickymi
vybézky po celém obvodu ¢i na obou polech bunky (lymfocyty klasické formy
vlasatobunécné leukémie = HCL, variantni HCL nebo splenického vil6zniho
lymfomu = SVL).

Atypické formy lymfocyti (kromé ,,vlasatych*) — jde o atypické (ve smyslu
patologické) formy lymfocyta, tj. lymfocyty atypické velikosti, tvarem a konturou
jadra, charakterem chromatinu, barvitelnosti, prostornosti, ¢i konturou
cytoplazmy. Jsou pfitomny v ramci hematoonkologickych B a T
lymfoproliferativnich onemocnéni, napf. CLL, prolymfocytarna leukémie (PLL),
Non hodgkintiv lymfom (NHL), véetné patologickych plazmocytul. ,,Vlasaté*
lymfocyty do této skupiny nezatrazujte, jsou uvedeny samostatné (viz ptedchozi

odstavec).

Zmeény v diferencidlnim rozpoctu leukocytt

Neutropenie, neutrofilie, posun doleva (mladsi formy) - pokud se v natéru objevi
i mlads$i formy neutrofilni fady, zahrnujeme do téchto pojmt vSechny bunky
od myelocytli po segmenty (dohoda skupiny expertnich pracovist).

Lymfocyt6za, lymfocytopenie — v hodnoceni celkového poctu leukocytt je nutné

zohlednovat i plazmatické elementy (tj. typ B-lymfocyt).

Morfologické zmény erytrocyti

Pocetni odchylky

Beze zmén — nélez je fyziologicky, to znamena: normocytdza, izocytdza
(RDW <15,2 %), bez inkluzi a napadnéjsich tvarovych anomalii.

Normocytéza — MCV je ve fyziologickych mezich, RDW <15,2 % a jsou
pfitomny abnormity erytrocytd.

Mikrocytoza, makrocytdza — oboji znamena, Ze MCV je mimo fyziologické meze,
ne ptfitomnost jednotlivych malych ¢i velkych erytrocytt.

Anizocytdza — odliSnosti ve velikostech erytrocytt, fidi se hodnotou RDW.
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Tvarové odchylky

Poikilocytdza — smés morfologicky jasné ¢i hiife definovanych tvart erytrocyt
(napt. v ramci myelofibrozy, dyserytropoetické anémie, ¢i t€zké sideropenické
anémie). Pfitomnost poikilocytézy nevylucuje soucasné nalez napi. echinocytu ¢i
sférocytii ¢i jinych tvarovych odchylek. Pfitomnost jedné jasn¢ definované
tvarové anomalie neni poikilocytoza.

Schistocyty (a dalsi fragmentocyty) — utrzky erytrocytl, patii sem i keratocyty a
jiné mechanicky poskozené Cervené krvinky.

Penizkovaténi erytrocytli (rouleaux) — pravidelné delsi ¢i kratSi nakupeni
erytrocytti (3—4 i vice), vidame je pii zvySené hladin€ proteinti o velké molekulové
hmotnosti v plazmé (napf. myelom) — hodnotime pouze v okrajich néatéru, kde
jsou erytrocyty pritomny jednotlive.

Pappenheimerova téliska — malé bazofilni inkluze vétSinou na periferii erytrocytu,
jsou to agregaty feritinu, erytrocyty s témito inkluzemi se nazyvaji siderocyty.
Aglutinace erytrocytl — nepravidelné shluky erytrocytt; zralé¢ erytrocyty
aglutinuji, pokud jsou potazeny protilatkami, napt. u diagnézy ATHA.

Morfologické zmény trombocyti

Beze zmén — nélez je fyziologicky.

Makrotrombocyty — trombocyty velikosti erytrocytu v po¢tu 5 a vice na 1000
erytrocytl nebo nalez alesponn 1 obrovského (velikost minimalné jako maly
lymfocyt).

Destickové shluky — dva a vice shlukli v ploSe natéru, kazdy shluk obsahuje
alesponi 20 trombocytil.

Hypo/agranularita trombocyti — vyrazné sniZzena granulace krevnich desti¢ek
(alespont u 50 % bunek), v krajnim ptipad€é z trombocytli vidime pouze jemné
ohraniceni.

Casti jader megakaryocyti — tlomky jader, &asti jader nebo hola jadra

megakaryocytl, typické napt. u myeloproliferativnich onemocnéni.
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2.7 Koagulacni vySetieni

Hemokoagulace slouzi k vytvofeni pevného trombu, pomoci koagulacnich
faktordi, které tvofi tzv. koagula¢ni kaskddu. Za jeden z hlavnich cilli je oznacovana
pfeména fibrinogenu na fibrin, ktery nésledné tvoii pevnou fibrinovou sit’. Stary model
byl tvofen tzv. vnitini a vnéjsi cestou. Novy model hemokoagulace vychazi ze starého
modelu a sklada se z téchto t¥i fazi, iniciace, amplifikace a propagace. Pomoci

koagula¢nich metod vySetiujeme pfitomnost a aktivitu koagula¢nich faktord [21].

2.7.1 Protrombinovy ¢as (PT)
PT je ¢as srazeni plazmy rekombinantnim lidskym tromboplastinem a Ca®*. Do
dekalcifikované plazmy se piida tkanovy tromboplastin spolu s prebytkem Ca?". Zméti

se Cas do vzniku fibrinové srazeniny. Vyuziva se k hodnoceni vnéj$i cesty koagulace.

Interpretace vysledkt je mozna dvéma zptisoby. Pomér ¢asu (ratio) 0,8-1,2 a INR

normalizovany pomér pomoci ISI (mezinarodni index citlivosti) rozmezi 2,0-3,0 [20].

2.7.2 Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (APTT)
Do dekalcifikované plazmy je ptidan kaolin a kefalinovy komplex s prebytkem
Ca?". Méfi se ¢as do vzniku fibrinové srazeniny. Vyuziva se k hodnoceni vnitini cesty

koagulace.

Interpretace vysledkll je moZzna dvéma zplsoby. Pomér ¢asu (ratio) 0,8-1,2 a ¢as

v sekundach 24-36 sekund [20].

2.7.3 D-dimery

D-dimery (Ddim) jsou vysoce senzitivni metoda pro diagnostiku a vylouéeni
hluboké Zilni trombozy, plicni embdlie a diseminované intravaskularni koagulopatie.
Vysetiuje se pomoci imunoturbidimetrické latexové metody (Latex imunoturbidimetry
assay "high sensitive”). Hranice referenéniho intervalu uvadi UVN-VFN Praha
0-0,230 mg/L [20].

2.7.4 Trombinovy c¢as (TT)
TT je koagulaéni test zavisly na koncentraci fibrinogenu. Jedna se o sledovani
Casu po pridavku malého mnozstvi trombinu k nefedéné vysetfované plazmé. Norma

14-20,5 sekund [20].
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2.7.5 Fibrinogen (Fib-C)
Koncentrace fibrinogenu se stanovi pomoci modifikovaného TT (fedéna plazma
inkubovéna s vysokou koncentraci trombinu). M¢fi se Cas pfemény fibrinogenu na fibrin.

Norma 1,8-4,2 g/L [20].

2.7.6 Antitrombin (AT)
Hlavni pfirozeny inhibitor srazeni. Uplatiuje se princip chromogenni metody.
Heparin a trombin jsou ptidany ke vzorku plazmy a vSechen volny AT se vaze na ptidany

trombin za vzniku inaktivniho komplexu. Norma 80-120 % aktivity [20].
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3 Cile prace

Cilem diplomové prace je retrospektivné zhodnotit pribeéh onemocnéni
COVID-19 dle dokumentace UVN-VFN Praha, u hospitalizovanych pacientt, v dobé od
1.1.2021 do 31. 12. 2021.

Hlavni cil:

e Analyzovat vztah mezi hematologickymi parametry a klinickym prabéhem
onemocnéni COVID-19.

Dil¢i cile:
e Zjistit, zda se lisi hematologické parametry dle pohlavi.
e Zjistit, zda se 1i$i hematologické parametry dle mortality.
e Zjistit, zda se liSi hematologické parametry dle potteby UPV.
e Zjistit, zda se 1i$i hematologické parametry dle potieby kysliku.
e Zjistit, zda se 1iSi hematologické parametry dle potfeby ECMO.
e Zjistit, zda se lisi hematologické parametry dle potieby péce na JIP.
e Zjistit, zda se 1i8i hematologické parametry dle potfeby HFNO.
e Zjistit, zda se 1i$i hematologické parametry dle stavu pacienta.
e Hodnoceni morfologickych a pocetnich zmén leukocyth u pacientd
s onemocnénim COVID-19.
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4  Metody

Nasledujici kapitola obsahuje popis metod, které byly pouzity pro zpracovani

praktické ¢asti této diplomové prace.

4.1 Pozadované souhlasy

Pro ziskani pacientskych dat z databaze ISIN (informacni systém pro infekéni
nemoci), bylo tieba schvaleni zaddosti s moznosti vyuziti anonymizovaného zpracovani
téchto dat. Zadost byla schvalena naméstkyni feditele pro nelékaiské zdravotnické
profese a fizeni kvality zdravotni péce Mgr. Lenkou Gutovou, MBA, LL. M., dne 21. 3.
2023.

4.2 Charakteristika souboru dat

Byl vytvofen soubor dat dospélych pacientt s diagndézou U07.1 (COVID-19, virus
laboratorné prokazan). Pacienti byli hospitalizovani v UVN-VFN Praha od 1. 1. 2021 do
31. 12. 2021. Databaze dat obsahuje pohlavi, vk, laboratorni hodnoty krevniho obrazu
vcetné diferencidlniho rozpoctu leukocytt, koagulaénich parametrii viz tabulka 4.1 a 4.2.
Soucasti je také ndvaznost na ID laboratorni Zadanky a ID klinického testu v systému
ISIN. Propojeni probehlo pomoci ID Zzadanek. Klinickd data obsahuji informace

o kyslikové 1é€bé pacientil, zdvaznosti stavu pacienta, ¢i jejich mortalité.
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Tabulka 4.1 Sledované parametry KO

Vysetieni

Jednotky méteni

WBC 10%/L
RBC 10%/L
HGB g/L
HCT Ratio
MCV fl
MCH pg
MCHC g/L
PLT 10%/L
RDW %
MPV fl
PDW fl
NRBC absolutni 10%/L
NRBC relativni /100 WBC
RET %
RET 10%/L
DIFF strojovy 109/L

DIFF mikroskopicky

%

Tabulka 4.2 Sledované parametry koagulace

Vysetteni Jednotky méteni
PT-ratio -

PT S

aPTT-ratio -

aPTT S

Fibrinogen g/L

Antitrombin %

D-dimery mg/L
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4.3 Vlastni material a metody

Odbér Zilni krve dle pokyni CHS CLS JEP [24] byl provadén na lazkovych
&astech klinik UVN-VFN Praha. Vysetieni hematologickych parametrii krevniho obrazu
a diferencialniho rozpoctu leukocytt bylo provadéno z zilni krve (zkumavka Greiner Bio
—One, typ Vacuette antikoagulant K3EDTA — soli kyseliny etylendiamintetraoctové).
Pro koagula¢ni vySetieni byla pouzita také zilni krev (zkumavka Greiner Bio-One typ

Vacuette antikoagulant citrat sodny 0,109 mol/L).

4.3.1 VySetieni krevniho obrazu vcetné diferencialniho rozpoctu

leukocyti

Po pfijmu vzorku do hematologické laboratofe byl material identifikovan, zadan
do LIS (ptifazeni identifikacniho ¢isla do laboratorniho systému). Bezprostiedné

pted testem byl vzorek dobie promichan na tfepacce.

Vzorek byl zméfen na automatickém analyzatoru Sysmex fady XN-1500 nebo
XN-1000. Vzorky byly po analyze uchovany jesté 5 hodin, pro moznost opakovaného
zpracovani vzorku. Pfi patologii se hodnotil diferencialni rozpocet leukocyti pod

digitalnim mikroskopem CellaVision-DM-1200 nebo mikroskopem Olympus CX-41.

Zméiené vzorky byly z forenznich diivodu skladovany v laboratofi do druhého
dne. Lze pouze zkontrolovat orienta¢n¢ pocet leukocytii a objemy bunék, ale morfologie

bun¢k muliZe byt zkreslena kviili jejich rozpadu.

4.3.2 VySetieni koagula¢nich parametri

Vzorek byl ihned po pfijmu fadné oznacen a zadan do LIS. Poté centrifugovan

15 minut pii 2500G. Nasledna analyza byla provedena z plazmy.

Vzorek byl zméfen na automatickém analyzatoru ACL 550 nebo ACL 500.
Vzorky byly po analyze uchovany jesté 4-6 hodin, pro moznost opakovaného zpracovani
vzorku dle vySetfeni. Po analyze byly zméfené vzorky skladovany pouze z forenznich

davodu v laboratofi do druhého dne.
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Vsechny automatické analyzatory jsou v akreditované laboratofi kontinualné
kontrolovany nejen ze strany odpovédnych pracovniki laboratote (analytik, laborant) a
internich auditort, ale také pod externim akreditaénim organem CIA. Laboratofe se fidi

mezinarodni zdravotnickou laboratorni normou CS EN ISO 15189.

4.4 Statistické metody

Statistick¢ vyhodnoceni vcetné grafického zobrazeni bylo provedeno pomoci
programu Statistica® 12 (Dell, StatSoft, Inc. (STATISTICA Software Ltd., Tulsa, USA)
http://www.statsoft.com, 2002 a MedCalc® (MedCalc® Statistical Software version
20.010 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2021).
U jednotlivych parametri krevniho obrazu a koagulace byla provedena zakladni
deskriptivni statistika (primér, median, smérodatné odchylka, CV atd.). Pro vyhodnoceni
normality dat byl dle jejich poctu vyuzit K-S (Kolmogorov—-Smirnov test) a Lilieforsova
varianta. Graficky byla normalita zobrazena histogramem s Gausovym rozdélenim. Pro
porovnani dat byl pouzit Mann-Whitney test pro dudlni rozdé€leni, Vramci
viceskupinového rozd€leni byla pouzita Kruskal-Walisova ANOVA (dale jen K-W
ANOVA) Pro vyvoj hematologickych parametri v ramci onemocnéni byly pouzity
boxploty (tzv.box-and-whisker ploty). Pravdépodobnost zavisle proménnych byla

testovana logistickou regresi.

4.4.1 Normalita dat

Pro oveéfeni normality byl pouzit Kolmogorov-Smirnov test a Lilieforsova
varianta. Graficky byla normalita dat znazornéna pomoci graft histogrami viz obrazek
5.1 a obrazek 5.2. Byla testovana hypotéza, ktera tvrdi, Ze nas soubor dat je normalné

rozlozen na hlading vyznamnosti 5 %.

Dle grafického znazornéni a vysledkt testi data nevyhovuji normalnimu
rozdéleni. Na hladin€ vyznamnosti 5 % mulzZeme tvrdit, Ze naSe data nejsou normalné

rozlozZena.
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4.4.2 Statistické neparametrické testy
Byly pouzity neparametrické testy. U neparametrickych testi se ve vypoctech

pocita s pofadim dat, nikoli pfimo s hodnotami.

Jednovybérovy Wilcoxoniiv test
Jednovybérovy Wilcoxonilv test, je test symetrie kolem testovaci hodnoty. Tento
test je neparametrickou alternativou jednovybérového t-testu. Lze jej pouzit, kdyZ nejsou

data normalné rozlozena.

Mann — Whitney test

Mann-Whitneyho test je dvouvybérovy test U nenormalniho rozlozeni dat.
Neparametrickd verze dvouvybérového t-testu. Pouzivame, pokud chceme zjistit, zda se
data lisi dle dvou skupin napf. ptezivsi a nepiezivsi, nebo muzi a Zeny. Nulova hypotéza

byva obvykle stanovena tak, Ze se soubory dat od sebe nelisi.

Kruskal — Walisova ANOVA

Srovnani tfi a vice faktorli, dle jedné proménné. Navazuje na neparametricky
Wilcoxtv test. Nulova hypotéza je stanovena tak, ze se ani dvé skupiny od sebe nelisi.
Potvrzenim alternativni hypotézy muizeme fict, Ze se od sebe statisticky vyznamné lisi

alespoil dvé skupiny.

Logisticka regrese

Logisticka regrese je statistickd metoda pro analyzu souboru dat, ve kterém
existuje jedna nebo vice nezavislych proménnych, které urcuji vysledek. Musi byt
pfitomna zavisla proménna ve formatu 0 nebo 1, pravda/nepravda tzv. dichotomicka data.
Cilem je najit, co nejvhodnéjsi model k popisu vztahu mezi zavislou (dichotomickou)
hodnotou a ostatnimi nezavislymi hodnotami. V logistické regresi odhadujeme

parametry, které maximalizuji pravdépodobnost pozorovani hodnot vzorku.
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5> Vysledky

5.1 Popisna statistika

Byla analyzovana data 688 pacientli hospitalizovanych s diagnézou COVID-19.
Z celkového poctu bylo 289 (42 %) zen a 397 (48 %) muzd. Primérny vék vSech pacientl
byl 68 + 15 let viz tabulka 5.3. Zemielo 101 (14,6 %) pacienti. Primérny vék
neptezivsich byl 77 +£11 let. Dle véku mizeme fict, Zze bylo 436 (63,4 %) pacienti
starSich nez 65 let, do 25 let byli v souboru pouze 3 pacienti. Popisna statistika parametra
KO je uvedena v tabulce 5.1, pro DIFF v tabulce 5.2 a pii koagula¢ni parametry v tabulce
5.3.

Stav pacientl byl rozdélen do 4 kategorii — bez ptiznakd, lehky, stfedné tézky a
tézky prubéh. Bez ptiznakl bylo 27 (4 %) pacientd a jejich praimérny vék byl 71 + 18 let.
V lehkém stavu bylo 145 (21 %) pacientd s pramérnym vékem 69 + 16 let. Stfedni stav
se vyznacoval primérnym vékem 69 £ 16 let, do této skupiny patilo 342 (50 %) pacientii.

24

67 + 13let.

Potfeba kyslikové terapie a potieba terapie na JIP, byla u pacienti COVID-19
velmi ¢asta. Kyslik potiebovalo 453 (66 %) pacienti, HFNO 153 (22 %) pacientd, UPV
70 (10 %) pacienti, ECMO pouze 3 pacienti a na JIP bylo hospitalizovano 151 (22 %)

pacientd.

Mikroskopicky diferencialni rozpocet leukocytl jsme hodnotili u 157 (22,8 %)
pacientl. Z toho jsme vyhodnotili morfologické zmény pouze u 85 (54,1 %) pacienti.
Nejvice zastoupena zména byla hrubd granulace neutrofili 84 (98,8 %), nasledovana
druhou nejpocetnéjsi zmeénou, vakuolizaci neutrofild 69 (81,2 %). Méné zastoupené
zmény jsme hodnotili zmény na lymfocytech 60 (70,6 %), hyposegmentaci neutrofili
36 (42,4 %), zmény na monocytech 15 (17,6 %) a ojedinéle hypersegmentaci neutrofild
7 (8,2 %).
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Tabulka 5.1 Popisna statistika KO

Proménna N | Primér | Med| Min| Max]| 0,25 | 0,75 | Rozptyl | Smodch | Var.koef.
HCT 686 04| 04| 02| 06| 03 0,4 0,0 0,1 14,6
HGB (g/L) 686 131,3(134,0| 70,0/202,01119,0| 146,0( 4215 20,5 15,6
MCYV (fL) 686 86,6| 86,6| 57,4(108,4( 83,7| 89,6 31,3 5,6 6,5
MCH (pg) 686 29,6 29,7| 17,2 38,2 28,4| 30,8 5,5 2,3 7,9
MCHC (g/L) 686 341,2(343,0(262,01379,0/334,0| 350,0( 1965 14,0 4,1
MPV (fl) 686 10,4] 10,4 0,0 136 9,9 11,2 2,4 15 14,8
PDW (%) 686 12,00 119 0,0 22,7 105 135 7,0 2,6 22,0
RDW (%) 686 135] 13,2 11,1| 27,4 124 14,2 3,0 1,7 12,8
PLT (x1079/L) 686 224,5(202,0| 10,0|737,0/155,0| 271,0(10591,6| 102,9 45,8
RBC (x10712/L) 686 45| 45| 19| 69| 40 4,9 0,5 0,7 15,8
WBC (x1079/L) 686 79| 68| 1,1|1160| 5,0 9,2 37,2 6,1 76,8
Tabulka 5.2 Popisna statistika DIFF
Proménna N [Pramér [ Med | Min [ Max | 0,25 | 0,75 |Rozptyl | Smodch | Var.koef.
IG % 660,0 0,0/ 0,0y 0,0 01| 00 0,0 0,0 0,0 134,3
1G 660,0 0,1 0,0y 0,0 39| 00 0,1 0,1 0,2 2429
Neut AS (x1079/L) |661,0 58| 50| 0,0| 240| 34 71 12,7 3,6 61,3
Mono AS (x1079/L) | 661,0 06| 05] 00| 96( 03 0,7 0,3 0,5 93,5
EO AS (x10M9/L) 654,0 0,0/ 0,0 0,0 04| 00 0,0 0,0 0,1 201,4
Baso AS (x1079/L) |661,0 0,0/ 0,0y 0,0 03| 00 0,0 0,0 0,0 105,6
EOS 652,0 0,0 0,0y 0,0 01| 00 0,0 0,0 0,0 200,3
Baso S 661,0 0,0/ 0,0y 0,0 16| 00 0,0 0,0 0,1| 12073
Lymfo AS (x1079/L) | 661,0 14] 10| 0,0]101,2| 0,7 14 19,9 4,5 323,6
N/Ly 661,0 70( 52| 0,0 80,2 3,0 8,4 53,5 7,3 103,8
Mono S 661,0 01| 0,1 0,0 07| 00 0,1 0,0 0,0 63,3
Lymfo S 661,0 0,2| 0,1] 0,0 09 01 0,2 0,0 0,1 66,1
NEU S 661,0 0,7/ 0,8] 0,0 1,0 0,7 0,8 0,0 0,1 19,9
Tabulka 5.3 Popisna statistika KOAG
Proménna N Primér | Med | Min | Max 0,25 0,75 | Rozptyl | Smodch | Var.koef.
AT (%) 20,0 93,1191,3|59,2|115,8 81,2 108,3| 249,55 15,8 17,0
FIB C (g/L) 32,0 451 41| 24| 89 3,5 4,8 2,5 1,6 354
APTT ratio 352,0 1,2] 11| 06] 27 1,0 1,3 0,1 0,3 24,7
APTT (s) 352,0 35,3(33,4[19,0] 79,4 29,7 38,3 75,9 8,7 24,7
PT ratio 363,0 14] 11| 0,8] 10,7 11 1,3 0,9 0,9 69,4
PT (s) 363,0 15,4(12,9] 9,4(120,7 11,9 14,3| 1136 10,7 69,4
Ddim (mg/L) | 591,0 1,1] 04| 0,0] 30,6 0,3 0,7 8,2 2,9 261,6
Vék 688,0 68,4 71,0 23,0 100,0 58,0 80,0 237.1 15,4 22,5
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5.2 Normalita dat
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5.3 Pouzité grafy ve statistice

5.3.1 Krabicové grafy

Box-and-whisker graph: pfedstavuje centralni pole hodnoty od dolniho do horniho
kvartilu (25 az 75 percentil). Stiedni ¢ara predstavuje median. Vodorovna ¢ara se tahne
od miniméalni po maximalni hodnotu, pficemz vylucuje vnéjsi a vzdalené hodnoty, které

jsou zobrazeny jako samostatné body viz obrazek 5.3.

Vn¢éjsi hodnota je definovéna jako hodnota, kterd je mensi nez dolni kvartil minus
1,5nasobek mezikvartilového rozpéti nebo vétsi nez horni kvartil plus 1,5ndsobek

mezikvartilového rozpéti (vnitini ohraniceni) — ¢erny kosoctverec.

Vzdalena hodnota je definovana jako hodnota, kterd je mensi nez dolni kvartil
minus trojnadsobek mezikvartilového rozpéti nebo vétsi nez horni kvartil plus trojnasobek
mezikvartilového rozpéti (vnéj$i ohrady). Tyto hodnoty jsou vykresleny pomoci jiné

znacky ve vystrazné barvé grafu — Cervend hvézdicka.

80 — *
70—

60 —

M‘MO o

30

APTT (s)

40 -

30~

20—

Obrazek 5.3 Graf rozlozeni dat APTT

45



5.4 Jednovybérovy Wilcoxniiv test
HO: Hladina D-dimert se neli$i od hodnoty 0,230 mg/I.

HA: Hladina D-dimert je vétsi nez 0,230 mg/1.
p-hodnota <0,001

Na hladiné€ vyznamnosti 5 %, miZzeme tvrdit, Ze je hladina D-dimeri statisticky
vyznamné véEtsi. Potvrzujeme alternativni hypotézu.

HO: Pomér lymfocytt se nelisi od hodnoty 0,20.
HA: Pomér lymfocytt jsou nizsi néz 0,20.
p-hodnota <0,001

Na hladiné vyznamnosti 5 %, mizeme tvrdit, Ze pomér lymfocytl je statisticky
vyznamné niz$i nez 0,20. Potvrzujeme alternativni hypotézu.

HO: Pomér neutrofili se nelisi od hodnoty 0,70.
HA: Pomér neutrofilti jsou vyssi néz 0,70.
p-hodnota <0,001

Na hlading€ vyznamnosti 5 %, mizeme tvrdit, ze pomér neutrofilt je statisticky
vyznamné vyssi nez 0,70. Potvrzujeme alternativni hypotézu.

Ostatni hematologické parametry nejsou dle (hrani¢nich) fyziologickych hodnot
statisticky vyznamné.
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5.5 Mann-Whitney test
HO: Nelisi se parametry KO dle pohlavi.

HA: Lisi se parametry KO dle pohlavi.

Tabulka 5.4 M-W test KO dle pohlavi

Mann-Whitney test KO dle pohlavi

Proménna p-hodnota N platné M N platné F

WBC (x1079/L) 0,014 397 289
RBC (x1072/L) <0,001 397 289
HGB (g/L) <0,001 397 289
HCT <0,001 397 289
MCH (pg) <0,001 397 289
MCHC (g/L) <0,001 397 289
RDW (%) <0,001 397 289
NEU S 0,026 387 274
N/Ly 0,035 387 274
Mono S 0,017 387 274
Neut AS (x10"9/L) 0,005 387 274
IG 0,015 386 274

Statisticky vyznamné jsou parametry, které maji hodnotu p <0,05. V tabulce 5.4

jsou uvedeny jen statisticky vyznamné proménné, pro tyto parametry plati alternativni

hypotéza. Miizeme fici, Ze na hladin€ vyznamnosti 5 % se lisi parametry krevniho obrazu

dle pohlavi. Obrazek 5.4 znazornuje pro ukazku zavislost HCT na pohlavi pacienta.

Obrazek 5.5 znazornuje pro ukazku zavislost NEU S na pohlavi pacienta.
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HO: Nelisi se parametry KOAG dle pohlavi.

HA: Lisi se parametry KOAG dle pohlavi.
Tabulka 5.5 M-W test KOAG dle pohlavi

Mann-Whitney test KOAG dle pohlavi
Proménna p-hodnota N platné 0 N platné 1
Ddim (mg/L) 0,032 350 241
PT (s) <0,001 220 143
PT ratio <0,001 220 143

Statisticky vyznamné jsou parametry, které¢ maji hodnotu p <0,05. V tabulce 5.6

vidime jen statisticky vyznamné proménné, pro tyto parametry plati alternativni hypotéza.

Muzeme fici, ze na hladiné vyznamnosti 5 % se li§i parametry koagulace dle pohlavi.

Obrézek 5.5 znazoriuje pro ukdzku zavislost D-dimeru na pohlavi pacienta.
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Obrazek 5.6 Graf zavislosti D-dimerid na pohlavi
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HO: Nelisi se parametry KO dle mortality.

HA: Lisi se parametry KO dle mortality.

Tabulka 5.6 M-W test KO dle mortalita

Mann-Whitney test KO dle mortality

Proménna p-hodnota N platné 1 N platné 0

WBC (x1079/L) 0,002 101 585
RBC (x10712/L) 0,012 101 585
MCV (fL) 0,042 101 585
MCH (pg) 0,019 101 585
RDW (%) 0,004 101 585
MPV (fl) 0,004 101 585
PDW (%) 0,033 101 585
NEU S <0,001 96 565
Lymfo S <0,001 96 565
N/Ly <0,001 96 565
Mono S <0,001 96 565
EO S <0,001 93 559
Baso S <0,001 96 565
Lymfo AS (x1079/L) 0,002 96 565
EO AS (x1079/L) <0,001 95 559
Neut AS (x1079/L) 0,001 96 565
IG <0,001 96 564
IG % 0,001 96 564

Statisticky vyznamné jsou parametry, které¢ maji hodnotu p <0,05. V tabulce 5.6

jsou uvedeny jen statisticky vyznamné proménné, pro tyto parametry plati alternativni

hypotéza. Mtizeme fici, Ze na hladin€ vyznamnosti 5 % se li§i parametry krevniho obrazu

dle mortality. Obrazky 5.7 a 5.8 znazornuji pro ukazku zavislost N/Ly a RBC na mortalité

pacienta.
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HO: Nelisi se parametry KOAG dle mortality.
HA: Lisi se parametry KOAG dle mortality.

Tabulka 5.7 M-W test KOAG dle mortalita

Mann-Whitney test KOAG dle mortality
Proménna p-hodnota N platné 1 N platné 0
Ddim (mg/L) <0,001 920 501
PT (s) 0,010 50 313
PT ratio 0,010 50 313
FIB C (g/L) 0,047 2 30

Statisticky vyznamné jsou parametry, které¢ maji hodnotu p <0,05. V tabulce 5.7
jsou uvedeny jen statisticky vyznamné proménné, pro tyto parametry plati alternativni
hypotéza. Mizeme fici, ze na hladiné vyznamnosti 5 % se 1isi parametry koagulace dle

mortality. Obrazek 5.9 znazornuje pro ukazku zavislost D-dimerti na mortalité pacienta.
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Obrazek 5.9 Graf zavislosti D-dimeri na mortalité

52



HO: Nelisi se parametry KO dle potieby kysliku.
HA: Lisi se parametry KO dle potieby kysliku.
Tabulka 5.8 M-W test KO dle kyslik

Mann-Whitney test KO dle kyslik

Proménna p-hodnota N platné 1 N platné 0

NEU S <0,001 439 222
Lymfo S 0,016 439 222
N/Ly 0,006 439 222
Mono S 0,001 439 222
EO S <0,001 433 219
Baso S 0,005 439 222
Lymfo AS (x1079/L) <0,001 439 222
Baso AS (x1079/L) 0,003 439 222
EO AS (x1079/L) <0,001 435 219
Mono AS (x1079/L) 0,001 439 222

Statisticky vyznamné jsou parametry, které maji hodnotu p <0,05. V tabulce 5.8
jsou uvedeny jen statisticky vyznamné proménné, pro tyto parametry plati alternativni
hypotéza. Miizeme fici, Ze na hladin€ vyznamnosti 5 % se li§i parametry krevniho obrazu
dle potfeby kysliku. Obrazek 5.10 znazoriiuje pro ukazku zavislost HCT na potiebé
kysliku pro pacienta.
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HO: Nelisi se parametry KO dle potieby HFNO.

HA: Lisi se parametry KO dle potieby HFNO.
Tabulka 5.9 M-W test KO dle HFNO

Mann-Whitney test KO dle HFNO

Proménna p-hodnota. N platné 1 N platné 0

NEU S <0,001 152 509
Lymfo S <0,001 152 509
N/Ly <0,001 152 509
Mono S <0,001 152 509
EO S <0,001 151 501
Baso S <0,001 152 509
Lymfo AS (x1079/L) <0,001 152 509
EO AS (x1079/L) <0,001 151 503
Mono AS (x1079/L) <0,001 152 509
Neut AS (x1079/L) <0,001 152 509
IG <0,001 152 508
IG % <0,001 152 508

Statisticky vyznamné jsou parametry, které maji hodnotu p <0,05. V tabulce 5.9
jsou uvedeny jen statisticky vyznamné proménné, pro tyto parametry plati alternativni
hypotéza. MiiZeme fici, Ze na hladin€ vyznamnosti 5 % se li§i parametry krevniho obrazu
dle potieby HFNO. Obrazek 5.11 znazoriiuje pro ukdzku zavislost N/Ly na potiebé
HFNO pro pacienta.
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HO: Nelisi se parametry KOAG dle potieby HFNO.

HA: Lisi se parametry KOAG dle potfeby HFNO.
Tabulka 5.10 M-W test KOAG dle HFNO

Mann-Whitney test KOAG dle HFNO
Proménna p-hodnota N platné 1 N platné 0
PT (s) 0,013 91 272
PT ratio 0,012 91 272

Statisticky vyznamné jsou parametry, které maji hodnotu p <0,05. V tabulce 5.10
jsou uvedeny jen statisticky vyznamné proménné, pro tyto parametry plati alternativni
hypotéza. Mlzeme fici, Ze na hladiné vyznamnosti 5 % se li$i parametry koagulace dle
potfeby HFNO. Obrazek 5.12 zndzoriiuje pro ukazku zavislost PT (s) na potfebé HFNO

pro pacienta.
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HO: Nelisi se parametry KO dle potieby UPV.

HA: Lisi se parametry KO dle potieby UPV.
Tabulka 5.11 M-W test KO dle UPV

Mann-Whitney test KO dle UPV
Proménna p-hodnota N platné 0 N platné 1
EO S 0,007 583 69
Baso S 0,030 592 69
Neut AS (x1079/L) <0,001 592 69
IG 0,001 591 69
IG % 0,035 591 69

Statisticky vyznamné jsou parametry, které maji hodnotu p <0,05. V tabulce 5.11

jsou uvedeny jen statisticky vyznamné proménné, pro tyto parametry plati alternativni

hypotéza. MiiZeme fici, Ze na hladin€ vyznamnosti 5 % se li§i parametry krevniho obrazu

dle potfeby UPV. Obrazek 5.13 znazornuje pro ukdzku zévislost Neut AS na potiebé UPV

pro pacienta.
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Obrazek 5.13 Graf zavislosti Neut AS na potiebé UPV
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HO: Nelisi se parametry KOAG dle potieby UPV.

HA: Lisi se parametry KOAG dle potieby UPV.
Tabulka 5.12 M-W test KOAG dle UPV
Mann-Whitney test KOAG dle UPV
Proménna p-hodnota N platné 0 N platné 1
Ddim (mg/L) 0,024 526 65

Statisticky vyznamné jsou parametry, které maji hodnotu p <0,05. V tabulce 5.12
jsou uvedeny jen statisticky vyznamné proménné, pro tyto parametry plati alternativni
hypotéza. Muzeme fici, Ze na hladiné vyznamnosti 5 % se lisi parametry koagulace
dle potfeby UPV. Obrazek 5.14 znazornuje zavislost D-dimerti na potiebé UPV pro
pacienta.
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Obrazek 5.14 Graf zavislosti D-dimeri na potiebé UPV
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HO: Nelisi se parametry KO dle JIP.

HA: Lisi se parametry KO dle JIP.
Tabulka 5.13 M-W test KO dle JIP

Mann-Whitney test KO dle JIP

Proménna p-hodnota N platné 0 N platné 1

WBC (x1079/L) 0,003 535 151
RBC (x10712/L) 0,037 535 151
HGB (g/L) 0,012 535 151
MCHC (g/L) 0,015 535 151
PDW (%) 0,018 535 151
NEU S <0,001 512 149
Lymfo S <0,001 512 149
N/Ly <0,001 512 149
Mono S <0,001 512 149
EO S <0,001 504 148
Baso S <0,001 512 149
Lymfo AS (x1079/L) 0,001 512 149
EO AS (x1079/L) <0,001 506 148
Mono AS (x1079/L) <0,001 512 149
Neut AS (x1079/L) <0,001 512 149
IG <0,001 511 149
IG % <0,001 511 149

Statisticky vyznamné jsou parametry, které maji hodnotu p <0,05. V tabulce 5.13

jsou uvedeny jen statisticky vyznamné proménné, pro tyto parametry plati alternativni

hypotéza. Mtizeme fici, Ze na hladin€ vyznamnosti 5 % se li§i parametry krevniho obrazu

dle JIP. Obrazek 5.15 a 5.16 znazornuje pro ukazku zavislost HGB a Lymfo S na potiebé

péce na JIP.
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Obrazek 5.16 Graf zavislosti Lymfo S na potiebé JIP
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HO: Nelisi se parametry KOAG dle JIP.

HA: Lisi se parametry KOAG dle JIP.
Tabulka 5.14 M-W test KOAG dle JIP

Mann-Whitney test KOAG dle JIP

Proménna

p-hodnota N platné 0 N platné 1

Ddim (mg/L)

0,005 453 138

Statisticky vyznamné jsou parametry, které maji hodnotu p <0,05. V tabulce 5.14

jsou uvedeny jen statisticky vyznamné proménné, pro tyto parametry plati alternativni

hypotéza. Muzeme fici, Ze na hladiné vyznamnosti 5 % se li$i parametry koagulace

dle JIP. Obrazek 5.17 znazornuje zavislost D-dimert na potfeb& UPV pro pacienta.

35 -
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Obrazek 5.17 Graf zavislosti D-dimera na potiebé JIP
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HO: Nelisi se parametry KO dle potieby ECMO.

HA: Lisi se parametry KO dle potieby ECMO.
Tabulka 5.15 M-W test KO dle ECMO

Mann-Whitney test KO dle ECMO
Proménna p-hodnota N platné 0 N platné 1
Mono S 0,034 658
Mono AS (x1079/L) 0,014 658

Statisticky vyznamné jsou parametry, které maji hodnotu p <0,05. V tabulce 5.15
jsou uvedeny jen statisticky vyznamné proménné, pro tyto parametry plati alternativni
hypotéza. Miizeme fici, Ze na hladin€ vyznamnosti 5 % se li§i parametry krevniho obrazu

dle potteby ECMO. Graf neuvadime z diivodu zkresleni malym poctem pacienti.

HO: Nelisi se parametry KOAG dle potieby ECMO.

HA: Lisi se parametry KOAG dle potteby ECMO.

Tabulka 5.16 M-W test KOAG dle ECMO

Mann-Whitney test KOAG dle ECMO

Proménna p-hodnota N platné 0 N platné 1

Ddim (mg/L) 0,576 588 3

Statisticky vyznamné jsou parametry, které maji hodnotu p <0,05. V tabulce 5.16
je uvedeno jediné koagulac¢ni vySetfeni, které méli vSichni pacienti, ktefi potiebovali
ECMO. Mizeme fici, Ze na hladiné¢ vyznamnosti 5 % se neli§i hodnoty D-dimera dle
potteby ECMO. Ostatni vySetfeni KOAG byly velmi malo zastoupené, zde nelze

M-W test provézt. Graf neuvadime z divodu zkresleni malym poctem pacientd.
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5.6 Kruskal-Wallisova ANOVA

Pro vyhodnoceni zda se liSi hematologické parametry dle zavaznosti stavu
pacienta. Zaroven tedy dle potteby kysliku, jsme pouzili Kruskal-Wallisovu ANOVU. Na
hladin€ vyznamnosi 5 % mulzeme tvdit, Ze se alesponl mezi dvéma skupinami lisi.

Statisticky vyznamné parametry jsou uvedeny v tabulce 5.17.
HO: Parametry KO se nelisi dle stavu pacienta.

HA: Parametry KO se lisi alespont mezi dvéma skupinami.

Tabulka 5.17 Kruskal-Wallisova ANOVA zaloZ. na poradi KO
Kruskal-Wallisova ANOVA zaloz. na poradi KO

Zavisla proménna: Stav p-hodnota

Tézky

Stredni

WABC (x1079/L) ohK 0,013
enKy

Bez pfiznakl

Tézky

Stredni
HCT <0,001
Lehky

Bez pfiznak

Tézky

Stredni
MCV 0,001
Lehky

Bez pfiznaku

Tézky

Stredni
MCH - 0,019
Lehky

Bez pfiznaku

Tézky

Stredni
MCHC 0,025
Lehky

Bez pfiznaku

Tézky

Stredni
HGB <0,001
Lehky

Bez pfiznakl
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Obrazky 5.18 a 5.19 graficky znazoriiuji pro ukézku rozdily HCT a HGB dle

zavaznosti stavu pacienta. Z grafli Ize odvodit, mezi kterymi skupinami byl rozdil.
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Obrazek 5.18 Graf zavislosti HGB na stavu pacienta
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Obrazek 5.19 Graf zavislosti HCT na stavu pacienta
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HO: Parametry DIFF se nelisi dle stavu pacienta.

HA: Parametry DIFF se lisi alespon mezi dvéma skupinami.

Tabulka 5.18 Kruskal-Wallisova ANOVA zaloZ. na poradi DIFF

Kruskal-Wallisova ANOVA zaloz. na pofadi DIFF

Zavisla proménna: Stav p-hodnota

Tézky

Stfedni
NEU S — - <0,001
Bez pfiznaku

Lehky

Tézky

Stredni
LYMFO S — - <0,001
Bez pfiznaku

Lehky

Tézky

Stredni
N/Ly ——— <0,001
Bez pfiznaku

Lehky

Tézky

Stredni
MONO S — - <0,001
Bez pfiznaku

Lehky

Tézky

Stredni
EOS — - <0,001
Bez pfiznaku

Lehky

TéZky

Stfedni
BASO S — - <0,001
Bez pfiznaku

Lehky

Tézky

Stredni
LYMFO AS — - <0,001
Bez pfiznaku

Lehky

Tézky

Stredni
BASO AS — - <0,001
Bez pfiznaku

Lehky

TéZky

Stfedni
EO AS — - <0,001
Bez pfiznaku

Lehky
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Tézky

Stredni
MONO AS — - <0,001
Bez pfiznakl

Lehky
Tézky
Stredni

NEU AS — - <0,001
Bez pfiznaku

Lehky
Tézky
Stredni

G — <0,001
Bez pfiznaku

Lehky
Tézky
Stredni
IG % — - <0,001
Bez pfiznaku

Lehky

Obrazek 5.20 nam graficky znazornuje pro ukazku rozdily mezi hodnotami Lymfo S dle

zavaznosti stavu pacienta. Z grafu lze odvodit, mezi kterymi skupinami byl rozdil.
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Obrazek 5.20 Graf zavislosti Lymfo S na stavu pacienta
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HO: Parametry KOAG se nelisi dle stavu pacienta.

HA: Parametry KOAG se lisi alespon mezi dvéma skupinami.

Tabulka 5.19 Kruskal-Wallisova ANOVA zaloZ. na poradi KOAG
Kruskal-Wallisova ANOVA zaloz. na poradi KOAG

Zavisla proménna: Stav p-hodnota

Tézky
Stredni
Ddim — - 0,002
Bez pfiznakl
Lehky
Tézky
Stredni

PT — - 0,002
Bez pfiznaku
Lehky
Tézky
Stredni

PT-R — - 0,002
Bez pfiznaku

Lehky

Obrazek 5.21 nam graficky znézornuje pro ukézku rozdilné hladiny D-dimert dle

zavaznosti stavu pacienta. Z grafu Ize odvodit, mezi kterymi skupinami byl rozdil.
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Obrazek 5.21 Graf zavislosti D-dimeri na stavu pacienta
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5.7 Logisticka regrese

Cilem logistické regrese bylo najit, co nejvhodnéjsi model pro charakteristiku
vztahu zéavislé proménné (mortalita) a nezdvislych proménnych (hematologické
parametry). Na hladin¢ vyznamnosti 5 %, mlzeme tvrdit, ze existuje vztah mezi
mortalitou a témito proménnymi (Baso S, IG %, pohlavi, v€k, Lymfo AS a NEU S) viz
tabulka 5.20.

Tabulka 5.20 Logisticka regrese

Logisticka regrese

Proménna OR p hodnota

Baso S 8,33e-88 0,013
IG % 4,08 0,002
Pohlavi 2,94 <0,001
Vék 1,08 <0,001
Lymfo AS 1,07 0,035
NEU S 43,4 0,002

Pomér Sanci (OR):

Baso S: Pokud se Baso S zvysi o jednu buiku, snizi se Sance na umrti pacienta

0 8,33e- 88krat. Hodnota OR je tak mala, Ze klinicky nema vyznam.

IG %: Pokud se IG % pacienta zvétsi o jednotku, Sance na Umrti

na COVID-19 se zvysi 4,08krat.
Pohlavi: Pokud bude pacient muz, Sance na imrti na COVID-19 se zvysi 2,94krat.

Vék: Pokud se Lymfo AS pacienta zvétsi o rok, Sance na Umrti

na COVID-19 se zvysi 1,08krat.

Lymfo AS: Pokud se Lymfo AS pacienta zvétsi o jednotku, Sance na umrti

na COVID-19 se zvysi 1,07krat.

NEU S: Pokud se Neut AS pacienta zvétSi o jednotku, Sance na umrti na
COVID-19 se zvysi 43,4krat.
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6 Diskuse

Hlavnim cilem pifedkladané diplomové prace bylo nalézt vztah mezi
hematologickymi parametry a klinickym pribéhem onemocnéni. Vztah byl nalezen
pomoci logistické regrese mezi mortalitou, vékem, pohlavim a hematologickymi
parametry (Baso S, NEU S, Lymfo AS a IG %) viz tabulka 5.20. Vztah stavu pacienta
s nizkym pocétem lymfocyti a snezralymi buiikami popisuje také studie Clinical
Significance of CBC and WBC Morphology in the Diagnosis and Clinical Course of
COVID-19 Infection [25]. Vyskyt nezralych bun€k ve spojeni se zvySenym poctem
bazofili poukazuje na zavazny stav pacienta. Tyto zvySené hodnoty se vyskytuji

U pacientt s akutni leukémii.

Dil¢im cilem diplomové prace bylo zjistit, zda se statisticky vyznamné lisi
hematologické parametry dle vybranych skupin, na hladin¢ vyznamnosti 5 %. Pomoci
M-W testu byly zjistény nasledujici vysledky. Signifikantni rozdil mezi pohlavimi byl
prokazan u parametri: WBC, RBC, HGB, MCH, MCHC, RDW, NEU S, N/Ly, Mono S,
Neut AS a IG. Dle mortality se statisticky vyznamné lisi WBC, RBC, MCV, MCH, RDW,
MPV, PDW, NEU S, Lymfo S, N/Ly, Mono S, EO S, Baso S, Lymfo AS, EO AS, Neut
AS, IG, IG %. U pacientt, ktefi zemieli s diagnézou COVID-19 byl vyznamny cely
strojovy diferencial véetné IG hodnot. Dle mortality se statisticky vyznamné 1i8i
koagulac¢ni parametry D-dimery, PT i PT-ratio, FIB C, stejné jako ve studii Clinical
characteristics of 3062 COVID-19 patients [26]. Parametry krevniho obrazu NEU S,
Lymfo S, N/Ly, Mono S, EO S, Baso S, Lymfo AS, Baso AS, EO AS a Mono AS se také
1isi dle potieby kysliku. U pacientd s HFNO byly statisticky vyznamné hodnoty NEU S,
Lymfo S, N/Ly, Mono S, EO S, Baso S, Lymfo AS, Baso AS, EO AS a Mono AS, Neut
AS, IG, IG %, PT a PT-ratio. Dle potifeby UPV se lisi nasledujici parametry EO S, Baso
S, Neut AS, IG, IG % a D-dimery. Podle potieby presunu pacientii na JIP se lisi
nasledujici parametry WBC, RBC, HGB, MCHC, PDW, NEU S, Lymfo S, N/Ly, Mono
S, EO S, Baso S, Lymfo AS a D-dimery. Pacienti, kteti potiebovali ECMO se lisi pouze
V hodnoté monocytd Mono S, Mono AS a D-dimeri. Zde ovSem nastalo zkresleni
v disledku malého poctu pacientt viz kapitola 5.5. Studie Clinical Significance of CBC
and WBC Morphology in the Diagnosis and Clinical Course of COVID-19 Infection [25]

popisuje rozdily dle JIP, kde uvadi také vyssi hladiny D-dimert u pacientd, kteti zemieli.
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Rozdily mezi skupinami zavaznosti stavu onemocnéni COVID-19 jsme hodnotili
pomoci Kruskal-Wallisova testu. Nulovou hypotézu jsme si uréili tak, ze nejsou rozdily
mezi skupinami. Alternativni hypotézu, tedy hypotézu, kterou jsme chtéli potvrdit, jsme
zvolili tak, Ze alespont mezi dvéma skupinami je statisticky vyznamny rozdil. Hladinu
vyznamnosti jsme zvolili 5 %. Je v metodice Statisticky vyznamné se 1isi zakladni
parametry KO (WBC, HCT, MCV, MCH, MCHC a HGB) viz tabulka 5.17 a cely
diferencialni rozpocet leukocytt viz tabulka 5.18. Statisticky vyznamné parametry
KOAG jsou hodnoty PT-R, PT-s a hladina D-dimeru viz tabulka 5.19. V zahrani¢nich
studiich délili pacienty pouze dle potieby kysliku a bez potteby kysliku, tudiz nelze

porovnat nase vysledky s uvedenymi studiemi.

N/Ly je parametr diive pouZzivany jako prognosticky parametr u pacientd
v septickém stavu. N/ly je c¢asnym indikdtorem zvySeného systémového zanétu.
V brazilské studii Lymphocyte Ratios Progressively Worsen in Non-Survivors of
COVID-19 [27] autofi uvadéli, ze se zvySena hodnota vyskytuje u pacienti s tézkym
COVID-19 ve srovnani s pacienty s nezavaznym onemocnénim. Pfezkoumali 1ékatské
zaznamy 320 dospélych hospitalizovanych pacienti s onemocnénim COVID-19
potvrzenym PCR v klinické nemocnici UNICAMP od biezna 2020 do biezna
2021. Prezivsich pacientd bylo (n = 257) a neptezivsich pacientd bylo (n = 63).
K laboratornimu vyhodnoceni pouZili Sysmex XN 9000. Ke statistickému vyhodnoceni
pro neparova data pouzili Mann-Whitneyho test v systému SPSS (verze 22). Opakovana
méfeni byla porovnavana mezi skupinami pomoci jednorozmérnych a vicerozmérnych
testll v obecnych linearnich modelech. VSechny vysledky byly povazovany za vyznamné,
pokud bylo p <0,05. Statisticky vyznamné rozdily hodnot béhem tydne se ukazaly u NLR
(N/ly), MLR (pomér monocytti a lymfocytd) a PLR (pomér trombocyti a lymfocyti).
Potvrdili tak, ze N/ly je vyznamny parametr pro predikci mortality v t€zkych ptipadech.

Pravdépodobné odrazi poruchu imunitniho systému [27].

Vyznamné rozdily hodnot N/Ly jsme pozorovali u pacientt na JIP viz tabulka
5.13, u nepiezivsich pacientt viz tabulka 5.6, u pacientt s potiebou kysliku viz tabulka
5.8 a s potiebou HFNO viz tabulka 5.9. Mizeme vidét, ze zvySeny parametr N/Ly se
vyskytoval u pacientil v tézkém stavu s potiebou kysliku a pottebou odborné péce na JIP.
Z logistické regrese vyplyva, ze se pii zvySeni NEU S o jednotku zvéEtsi Sance na umrti
43,4krat. Z logistické regrese vidime, Ze se Srostoucim poctem bunék neutrofil

pravdépodobnost umrti zvySuje. MliZzeme fict, Ze parametr N/Ly a parametry, které s nim
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souvisi (NEU Sa Lymfo S) se jevi, jako vyznamné prediktory zavaznosti tohoto
onemocnéni. Vysledky potvrdila studie Lymphocyte Ratios Progressively Worsen in
Non-Survivors of COVID-19 [27].

Vyzkumny ¢lanek Neutrophil-to-lymphocyte ratio and D-dimer are biomarkers
of death risk in severe COVID-19: A retrospective observational study [28] se zabyva
moznosti vyuziti D-dimert spole¢né s NRL (N/Ly), jako moznych prognostickych
markerti. Studie zahrnovala pacienty star§i osmnacti let s t€Zkym pribéhem COVID-19
ptijaté na JIP od dubna 2020 do listopadu 2020. Byli vylouceni pacienti s komorbiditami,
aby nezkreslovali vysledky. Z celkovych 3599 hospitalizovanych pacienti kvili
podezieni na onemocnéni COVID-19, splnilo kritéria pro zatazeni do studie pouhych 119
pacientd. Sbér dat byl hodnocen dvéma lékati. Invazivni mechanickd ventilace byla nutna
u 104 pacientti (87,4 %) béhem nemocni¢ni péce a 39 (32,8 %) ze 119 pacientii zemielo
b&hem hospitalizace. VSichni byli béhem pobytu na JIP 1é¢eni kortikosteroidy. Skupina
nepiezivsich byla star§i a méla vyssi miru hypertenze. V periferni krvi vykazovala vyssi
pomér neutrofilii k lymfocytim a vys§i hodnoty D-dimert, ale niz$i koncentraci
fibrinogenu. Porovnani kvantitativnich proménnych mezi obéma skupinami bylo
provedeno pomoci Studentova t testu, pokud proménné mély Gaussovo rozdéleni. Pokud
proménné nemély normalni rozdéleni, byl pouZzit Mann-Whitneyho test. Statistické
srovnani skupin pro kategoridlni proménné bylo provedeno pomoci Chi-kvadrat testu
nebo Fisherova exaktniho testu. Po jednorozmérné analyze byla provedena vicerozmérna
analyza, pomoci statistického softwaru GraphPAD Prism verze 14. V multivaria¢ni
analyze (logistického regresniho modelu) bylo zjisténo, ze NLR > 10 a D-dimery
> 2 pg/ml byly spojeny s vys§i umrtnosti. Zejména v kombinaci, jsou tyto ukazatele
silnymi prediktory rizika imrti u pacientl s t€Zkym onemocnénim COVID-19. Dle studie
by mély byt zaélenény do obecného hodnoceni rizika tmrti u pacienti s tézkym
onemocnénim COVID-19, vzhledem k jejich klinickému vyznamu. Na zavér je dilezité
zdiiraznit, Ze pacienti méli extrémné zavazny klinicky stav, pfiblizn€ 90 % z nich bylo na

mechanické ventilaci a jedna tfetina zemiela v nemocnici. [28].

Ve studii Clinical Characteristics of Coronavirus Disease 2019 in China [29]
ziskali data tykajici se 1099 pacienti z 552 nemocnic ve 30 provinciich, autonomnich
oblastech a obcich v pevninské Cing od 11. prosince 2019 do 29. ledna 2020 s laboratorné
potvrzenym onemocnénim COVID-19. Podminkou pro zapojeni do studie bylo pfijeti na

jednotku intenzivni péce (JIP), pouziti mechanické ventilace nebo umrti pacienta. Do
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analyzy byly zahrnuty pouze laboratorn¢ potvrzené ptipady. Laboratorni vysetfeni se
skladalo z kompletniho krevniho obrazu, chemického rozboru krve, koagulacnich testu,
hodnoceni jaternich a ledvinovych funkci a méfeni elektrolyta, CRP, prokalcitoninu,
LDH a kreatinkinazy. NejcastéjSim projevem onemocnéni pii pfijeti byla horecka, ktera
byla prokazana u 43,8 % pacientd, a v prib&hu hospitalizace se pocet navysil na 88,7 %.
Pti pfijeti byla identifikovana lymfopenie u 83,2 % pacient, trombocytopenie u 36,2 %
a leukopenie u 33,7 %. VétSina pacientd méla zvySené hladiny CRP; méné Casté byly
zvySené hladiny ALT, AST, kreatinkindzy a D-dimerd. Pacienti se zavaznym
onemocnénim méli hors$i laboratorni vysledky (v¢etné lymfocytopenie a leukopenie) nez
pacienti s lehkym pribéhem onemocnéni. Kohorta pacientt v této studii nebyla odvozena
z nahodného vybéru, proto jsou vSechny statistiky povazovany pouze za
popisné. VSechny analyzy byly provedeny s pouZitim softwaru R, verze 3.6.2. Pro
vykresleni poctu pacientl s potvrzenymi piipady na mapé pouzili program ArcGIS, verze
10.2.2 [29].

Studie COVID-19 associated coagulopathy and disseminated intravascular
coagulation [30] spekuluje 0 moznosti vyuziti samotného D-dimeru, jako prognostického
prvku zavaznosti onemocnéni. MiiZe se s jistotou fict, Ze se onemocnéni COVID-19 ve
spojeni s DIC vyskytovalo u nepiezivsich pacientti. Koagulopatiim je tfeba se vénovat
nejen pii pfijeti do nemocnice, ale také v pribéhu hospitalizace. Uvadi se nejlépe 10-14.
den od piijeti. Hlavni vykyvy se vyskytly u zkoumanych parametri FDP, PT a AT
(antitrombin). Pfesné posouzeni progno6zy nelze urcit pouze z udajti uvedenych pfi piijeti.
Hladina fibrinogenu klesla ze 7. na 10. den o 300 mg/dl, hladina D-dimert vzrostla jiz
tieti den hospitalizace. Doporucuje se hlidat hodnoty pravidelné kazdé 2-3 dny,
piedevsim kvili moznému krvaceni nebo vzniku trombu. Z divodu nastaveni 1é¢by je
nutno sledovat hodnoty koagulanich markert. Pii pitvé byly zaznamenany nejen tromby,
ale také znacné krvaceni, ukazuje to na moznost dvou typli DIC. Doporucend vySetieni
koagulace pii onemocnéni COVID-19 jsou krevni desticky, aPTT, PT, fibrinogen,
D-dimer/FDP, AT, TAT (hodnoceni aktivace koagulace) a PIC (hodnoceni aktivace
fibrinolyzy) také vWF. Prodlouzené aPTT bylo ¢asto pozorovano pfti lupus antikogulans,

nebo pii podani heparinu [30].

Tézky ptipad onemocnéni COVID-19 je spojen predevsim s hyperkoagula¢nimi

stavy, chova se obdobné¢ jak HIT (heparinem indukovana trombocytopenie). HIT je

wvewr
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diagnostika, kvilli moznému vzniku trombo6zy u pacienta v fadech dn. Onemocnéni
COVID-19 spojuje vice trombotickych ptihod, zahrnuje in situ plicni trombdzu, hlubokou
zilni trombdzu a pridruzenou plicni embolii a také arterialni trombotické piihody
(mrtvice, infarkt myokardu, trombdza konéetinovych tepen). Clanek COVID-19 versus
HIT hypercoagulability [31] také upozoriiuje na hematologické abnormality lymfopenii,
neutrofilii, trombocytopenii a zvySené D-dimery. Uvadi, Ze mortalita pacientli
s onemocnénim COVID-19 je pravdépodobné sekundarni k plicni embolii a in situ
plicnim trombozam. HIT 1 onemocnéni COVID-19 se dale projevuji pancytopenii
krevnich bunék (monocyty, neutrofily, trombocyty). Neutrofilie a sni spojena
lymfopenie, mize doprovazet HIT po podani heparinu. Neutrofily poté tvori tzv. NET
sité v plicich pacienta [31].

wev

ptichodu do nemocnice. Pii pfijeti do nemocnice méla zvysené hodnoty D-dimerti nad
kritickou mez (0,5 mg/l) vétSina pacientl, kteti neptezili. ZvySené hodnoty pozorovali
také u zanétlivého figrinogenu, dale byly zvySené také dalSi zanétlivé markery CRP,
feritin a prokalcitonin [31]. S tromb6zou a koagulacnimi stavy souvisi také zvySené
hodnoty von Willebrandova faktoru (vVWF). Mozné pfi¢iny amrti pii COVID-19 jsou
trombozy predevs§im mozkovych tepen, plicni embolie, infarkt myokardu, cévni mozkova
ptihoda. HIT mizZe byt komplikaci, nékteti pacienti s HIT ¢i plicni embdlii jiZ nastupovali

do nemocnice. Rizikovymi faktory pro rozvinuti HIT jsou D-dimery a pocet trombocytu.

Metaanalyza Clinical characteristics of 3062 COVID-19 patients [26] zahrnovala
38 studii zahrnujicich 3062 pacientli s onemocnénim COVID-19. Bylo prohledano sedm
databazi, aby se shromazdily studie o klinickych charakteristikdich onemocnéni
COVID-19 od 1. ledna 2020 do 28. tinora 2020. Co se ty¢e poctu leukocytl, vétSina
pacientli méla normdlni pocet leukocytl (69,7 %), nasledovala leukopenie (25,9 %) a
leukocytdza (12,6 %). Nejcastéjsimi klinickymi projevy byly horecka (80,4 %), Ginava
(46 %), kaSel (63,1 %) a vykaslavani (41,8 %). Poté byla provedena metaanalyza pomoci
softwaru Statal2.0. Metaanalyza ukazala, ze vyssi podil infikovanych pacientti byli muzi
(56,9 %). Incidence respirac¢niho selhani nebo syndromu akutni respiracni tisné byla 19,5
% a amrtnost 5,5 %. Také se zabyva onemocnénim COVID-19 A DIC (diseminovana
intravaskularni koagulace) ve vztahu k trombdzam a cytokinové boufi. Dale se zabyva
koagula¢nimi a fibrinolytickymi markery napi. D-dimery, fibrin degrada¢ni produkty,

fibrinogenem. Popisuje, Zze onemocnéni COVID-19 se projevuje makro
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I mikrotrombozou. Makrotrombdza zahrnuje mozkovy infarkt, infarkt myokardu a
trombozu konéetinovych tepen. Zilni trombéza zahrnuje piedeviim hlubokou Zilni
trombozu a plicni tromboembolismus. Plicni tromboembolismus je nejcastéji spojovan
s onemocnénim COVID-19. SniZeni poc¢tu lymfocytl a zvySeni neutrofili v periferni krvi

jsou typické pro pacienty COVID-19 [26].

Z uvedenych studii Neutrophil-to-lymphocyte ratio and D-dimer are biomarkers
of death risk in severe COVID-19: A retrospective observational study [28], COVID-19
associated coagulopathy and disseminated intravascular coagulation [30] a COVID-19
versus HIT hypercoagulability [31] miZeme vypozorovat, Ze se nej¢astéji objevuji nalezy
lymfopenie, neutrofile, zmény poctu leukocyti, sniZzeni poctu eozinofill, zvySeny poméer
NRL (N/Ly) a trombocytopenii pii zdvaznych stavech onemocnéni. Z koagula¢nich
parametrl se nejvice zminuji zvySend hladina D-dimert a FDP, zvySend hodnota PT,
snizend hladina fibrinogenu. Ve spojeni s nizkym pocétem trombocytli a soucasném
podani heparinu je nutné vySeteni krve pacienta metodou HIT. V zadné studii ov§em

nezminuji dil¢i parametry jako je napt. MCHC, MCV, RDW a dalsi.

V nasem statistickém souboru se vyskytovalo 68 % pacientl s neutrofilii, 70 %
pacientli s lymfopenii a 78 % pacientii s hladinou D-dimert vétsi nez 0,230 mg/L.
Trombocytopenii, méné nez 100x10%/L, mélo pouze 5 % pacientil. Zvy$enou hodnotu
PT-ratio mélo 34 % pacienti. U pacienti v tézkém stavu se procenta zastoupeni lehce
zvySovala, 79 % pacientli méla hladinu D-dimeru vétsi nez 0,230, 80 % pacientti mélo
neutrofilii a 82 % pacienti lymfopénii. Vyskyt zvySeného PT-ratio se zvétsil
na 42 %. Trombocytopénii vykazovalo u téZkého stavu téZ pouze 7 % pacienti.
Statisticky vyznamné oproti fyziologickym hodnotdm byl zvySeny pocet neutrofilti nad
70 %, sniZzeny pocet lymfocyti pod 20 % a zvySend hladina D-dimeri nad 0,230 mg/L
kapitola 5.4. Pocitame také s dil¢imi parametry erytrocytti a trombocytd, které se 1isi
U pacientd napf. dle pohlavi viz tabulka 5.4, dle mortality viz tabulka 5.6 a dle JIP viz
tabulka 5.13. Dil¢i parametry erytrocytu MCH, MCHC, MCV se statisticky vyznamné
1181 také mezi skupinami zdvaznosti onemocnéni viz tabulka 5.17. Pomoci analyzy M-W
testu a K-W testu muizeme fict, Ze jsou tyto parametry erytrocytll a trombocytd, opravdu
statisticky vyznamné. Lymfocytopénie 83,2 % a trombocytopénie 36,2 % odpovida studii
Clinical Characteristics of Coronavirus Disease 2019 in China [29], v této studii se
trombocytopénie vyskytuje u pacientii s onemocnénim COVID-19 ¢astéji nez v naSem
souboru dat. Vyssi vyskyt trombocytopénie odpovida podminkdm pfijeti do studie (pobyt
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na JIP, mechanicka ventilace nebo umrti pacienta). Ve studii Coagulation and
anticoagulation in COVID-19 [18] ur¢ili pravdépodobnou hranici hladiny D-dimert pro
nepiezivii pacienty 1 mg/L, v UVN-VFN Praha je stanovena kritickd mez hladiny
D-dimert nizsi 0,230 mg/L.

Dale byly pozorovany morfologické zmeény leukocytt u 157 pacientt.
Mikroskopicky diferencialni rozpocet leukocyti odpovidal pocetné strojovému rozpoctu
leukocytl. Téméf vSichni pacienti 98,8 % vykazovali hrubou az toxickou granulaci
neutrofild, také vyraznou vakuolizaci neutrofill vykazovalo 81,2 % podobné jako ve
studii Clinical Significance of CBC and WBC Morphology in the Diagnosis and Clinical
Course of COVID-19 Infection [25]. Méné zastoupené byly zmény na lymfocytech a

hypo nebo hypersegmentace neutrofilt viz kapitola 5.1.

Studie Clinical Significance of CBC and WBC Morphology in the Diagnosis and
Clinical Course of COVID-19 Infection [25] jako jeden z mala ¢lankut, popisuje nejen
¢iselné hodnoty krevniho obrazu, ale také popisuje morfologické zmény bilych krvinek.
Laboratorni analyza probihala na Sysmex XN-9000. Sestipopula¢ni diferencialni
rozpocet leukocytll byl nezavisle hodnocen dvéma hematology. Zahrnoval absolutni
pocet lymfocytl, monocytli, neutrofild, eozinofildi, bazofili a nezralych granulocyti.
Nezralé granulocyty zahrnuji po€et promyelocytii, myelocytii a metamyelocytt, ptipadné
blasti v periferni krvi. Studie zahrnovala 90 pacientli pozitivnich na onemocnéni
COVID-19 z ¢ehoz bylo 51 pacientli umisténych na JIP a 39 pacientl bez nutnosti
umisténi na JIP. Kontrolni skupina byla slozena z 30 pacienti negativnich na
COVID-19. Studie probihala v obdobi od 14. bfezna 2020 aZ do 14. dubna 2020. Dale
byly do studie zahrnuty markery zadnétlivych stavii, hladina feritinu a CRP. Tyto markery
byly méfeny na analyzatoru Cobas 8000. VSechny laboratorni analyty byly zméteny do
48 hodin od pfiijeti pacienta. Celkoveé zkoumali 19 laboratornich a morfologickych
parametrl spojenych se stavem na JIP. Porovnavali mezi sebou skupiny na JIP mimo JIP,
pozitivni na COVID-19 a negativni, také pacienty s onemocnénim COVID-19, ktefi
zemieli, a ktefi prezili. Vyhodnoceni pomoci statistické metody Studentuv t-test, bylo
vyuzito u pacientil pozitivnich na COVID-19, pro vyznam vyzkumnych parametrt CBC
mezi JIP a mimo JIP. Studentlv t-test byl také vyuzit pro vyhodnoceni vyznamu CBC
parametrit mezi COVID-19 pozitivnimi a COVID-19 negativnimi pacienty. Statistické
vyhodnoceni bylo zpracovano v softwaru GraphPad 2018. Dopad kazdého parametru na

stav onemocnéni byl odhadnut pomoci jednorozmérného logistického regresniho modelu.
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Z jednorozmérné analyzy pak byla vybrana skupina vyznamnych morfologickych
prediktorti, upravenych dle pohlavi pro naslednou multivariani logistickou regresi
v softwaru R verze 4.0.0. Abnormalni morfologické rysy byly nalezeny u 100 %
pozitivnich pacientli na jednotce JIP. Neutrofily u 97 % vykazovaly toxickou granulaci a
83 % vyraznou vakuolizaci cytoplazmy. Pacienti na JIP (71 %) také vykazovali vyraznou
vakuolizaci monocytl. Zmény na lymfocytech nebyly tak jednoznacné, nejcastéji se
vyskytovaly LGL (velké granularni lymfocyty) a atypické formy lymfocytd, zhruba
U poloviny pacienti. Myeloidni posun smérem k nezralym buiikam byl prokéazéan
predevsim u pacientli na JIP. U zemftelych a ptezivsich na JIP nebyly tak vyrazné rozdily,
vyznamny rozdil byl v lymfopénii a nezralych granulocytech vysetienych morfologicky
(60 % u zemfelych ku 6 % u ptezivsich), v parametru IG nebyl téméf zadny rozdil.
Divodem muze byt rozdilny pocet hodnocenych bunék. Jednorozmérnd analyza
morfologickych znakit WBC ukézala, ze vétSina parametrii byla podobna u pacientii na
JIP s COVID-19 i bez n¢j. Zavérem by doporucili denni kontrolu krevniho obrazu a pii

ptijeti kontrolu diferencialniho rozpoétu leukocytl véetné morfologickych zmén [25].

Pfi porovnani se zahrani¢ni literaturou jsme narazili na nékteré limitace prace.
Vétsina studii byla geograficky a casové omezena a byla zpracovana na relativné malém
mnozstvi dat. Uz ve studii Coagulation and anticoagulation in COVID-19 [18] zmifuji
dulezitost sjednoceni jednotek a vysetfeni danych parametrti. Napt. u hladiny D-dimerd
mizeme mit rozdilné jednotky a tim ovlivnit celou statistickou analyzu. Dale se klade
diraz na pribézné sledovani hematologickych hodnot. Hodnoty pfi pfijeti pacienta
ukazuji, Vvjakém stavu byl pfijat, ovSem neukazuji stav pacienta v pribéhu celé

hospitalizace.

Sporna je interpretace vysledkl vzhledem ke komorbiditam pacienti. Nemtzeme
S jistotou fict, zda by nemohly ovlivnit stav pacienta. Napi. CLL zvysuje hodnoty WBC,
dale vime ze studie COVID-19 versus HIT hypercoagulability [31], Ze nachylngjsi
Stejné tak mohly stav pacienta ovlivnit jiné pfidruzené nemoci, nebo potize v oblasti
metabolismu a jinych biochemickych parametri. OvSem pii zaméfeni Cist¢ na
hematologické parametry, jsme pfisli k velkému zjisténi zajimavych vztaht dil¢ich

parametrii, které mohou predikovat stav pacienta.
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Vysoké hodnoty D-dimerti jsou nejéastéji zminované ve studiich ve svété z roku
2020. Spojované ptredevsim se vznikem mikro a makro tromboz [28]. V roce 2021 jiz
byla doporucena antikoagula¢ni 1é¢ba pro lizkovou péci. Pouzivala se jako preventivni,
aby se zabranilo vzniku trombu. [32]. Timto by mohly byt ovlivnény hodnoty D-dimert
vroce 2021. Doporucuje se hodnoty sledovat pribézné a pro porovnani dat se

zahrani¢nimi studiemi sjednotit jednotky pouzivané v praxi [18].

Dle retrospektivni studie A novel haemocytometric COVID-19 prognostic score
developed and validated in an observational multicentre European hospital-based study
[33] se vybralo 6 proménnych vstupujicich do vysledného covid score: NLR, IGLR
(pomér nezralych leukocytt k lymfocytim), RE-MONO%/M (reaktivni monocyty),
AS-LYMPH%/L (lymfocyty produkujici protilatky), Delta-He (rozdil hemoglobinu
ve zralych a nezralych erytrocytech) a pocet NRBC. NRBC a jejich pfitomnost bez
retikulocytozy v tézkych ptipadech COVID-19 indikuje hematopoeticky stres,
pravdépodobné v diisledku dlouhodobé hypoxie nebo zanétu. Také se vyskytuji v tézkych
ptipadech u pacientii s ARDS [33]. Vyvoj prognostického skore od 21. tnora do 6. dubna
2020, s naslednym sledovanim za ucelem dokumentovani klinického vysledku do
9. ¢ervna 2020, ze sedmi nemocnic v Nizozemsku a po jedné v Italii a Belgii. Covid score
jsme bohuzel v dobé pandemie onemocnéni COVID-19 v hematologické laboratofi
kritickych pacienti. Mohl by pomoci snizit mortalitu a zahajit véasnou intervenci, pokud

by pacient pfiSel do nemocnice vcas.

Diplomovou praci by bylo mozné dale rozsitit a vytvofit pravdépodobnosti model,
ktery by byl schopny odhadnout zatéz pacienta, potfebu nékterého pfistroje
pro kyslikovou terapii, nebo naptiklad ptedpoklad potieby péce na JIP. Vyuziti by model
nasel pfedev§im v malych nemocnicich, které nemaji dostate¢ny finan¢ni kapital, pro

pofizeni pristroji firmy Sysmex, které jiz dnes disponuji tzv. covid score [33].

Pro budouci téely progndézy bychom navrhli zatadit do analyzy biochemické
ukazatele pro komplexnost laboratornich testli. Byly zjiStény zvySené hodnoty LDH,
AST, ALT, celkového bilirubinu, kreatininu, srde¢nich troponind, prokalcitoninu a CRP
spolu se snizenymi hodnotami sérového albuminu [14]. Zanétlivé markery napt. CRP a
IL-6, spole¢né se zvySenym poctem neutrofili mohou znacit pfitomnost cytokinoveé

boufe. Dal§im dilezitym ukazatelem zavazného pribéhu je acidobazickd rovnovaha,
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metabolické poruchy a hypoxie pacienta [15]. Studie [29] uvadi, Ze vétSina pacientd méla
zvySené hladiny CRP; méné¢ Casto byly zvysené hladiny ALT, AST, kreatinkinazy a také
D-dimert. Pacienti se zdvaznym onemocnénim méli horsi laboratorni vysledky (véetné
lymfocytopenie a leukopenie). Také nesmime zapomenout na zasobni bilkovinu Zeleza,
feritin [18]. Studie [25] poukazuje na zanétlivé biochemické markery feritin a CRP.
U pozitivnich pacienti na COVID-19 na JIP byla prokazateln¢ vyssi hladina feritinu nez
u pacientii negativnich na JIP (2 359,22 vs 549,70, p = 0,0040), také hladina CRP byla
odlisna (205,05 vs 100,40, p = 0,0002). Z uvedenych studii mizeme doporucit pfi
pokracovani v pravdépodobnostnim modelu tyto parametry: CRP, ALT, AST, feritin,

LDH, ptipadné kreatinkindzu a dalsi metabolické parametry.
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{ Zavér

Cilem diplomové prace bylo vyhodnotit retrospektivné data pacienta
s onemocnénim COVID-19 za rok 2021 a nalézt vztah mezi hematologickymi parametry
a klinickym prubéhem onemocnéni. Dil¢im cilem bylo vyhodnotit rozdily mezi
hematologickymi hodnotami dle vybranych skupin a zjistit, zda jsou statisticky

vyznamne.

U pacient jsme pozorovali neutrofilii, lymfopenii, zvySeny pomér N/Ly. Dale
jsme pozorovali zvySenou hladinu D-dimeri a PT. Statisticky vyznamné oproti
fyziologickym hodnotam byl zvySeny pocet neutrofilii nad 70 %, snizeny pocet lymfocytl
pod 20 % a zvySend hladina D-dimerd nad 0,230 mg/L. Zaznamenali jsme také
morfologické zmény charakteristické pro pacienty sonemocnénim COVID-19,

ptedevsim hrubou granulaci neutrofili a vakuolizaci neutrofili.

Miuzeme fict, na hladiné¢ vyznamnosti 5 %, Ze se hematologické parametry
opravdu lisi dle vybranych skupin (mortalita, UPV, ECMO, JIP, HFNO, kyslik
a pohlavi). Dulezité je zminit, Ze ve vSech skupinach se li$i minimaln¢ v jednom
parametru diferencialniho rozpoctu leukocytti. Na hladin€ 5 % mutizeme také tvrdit, Ze se

hematologické parametry lisi dle stavu pacienta.

Nalézt vztah se nam podafilo mezi mortalitou pacientli a vybranymi statisticky
vyznamnymi parametry logistické regrese. Mezi vybrané parametry patii: Baso S, 1G %,

pohlavi, vék, Lymfo AS a NEU S.

Pro komplexni zhodnoceni stavu pacienta by bylo vhodné zahrnout biochemické
parametry do regresniho modelu. U téZce nemocnych pacientli, predevSim s vdznou
primarni diagnézou bychom doporugili zvazit vySetieni hematologem, véetné vysetieni
diferencidlni rozpoctu leukocytii a mikroskopické kontroly. Z toho vyplyva nutnost

zabezpeceni kvalifikovaného personalu a kvalitniho pfistrojového vybaveni laboratofi.
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