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SLOVO UVODEM

Vazené kolegyné, vadzeni kolegové, mili ctenari,
S radosti Vam predstavujeme jiz ¢tvrté ¢islo naseho ¢asopisu INLAB, v némz pfindsime od-
borné novinky i zajimava servisni témata z prostredi laboratorniho komplementu spole¢nosti

AGEL a.s.

Sit pracovist AGELLAB patii mezi nejvétsi poskytovatele zdravotnickych laboratornich slu-

Zeb v Ceské republice. Je to predev&im komplexnost a &ife poskytovanych vygetteni, kterd
ndm umozfuje poskytovat kvalitni sluzbu v oborech laboratorniho komplementu na vsech
Urovnich, od primarni péce az k intenzivni spolupraci s vysoce specializovanymi pracovisti

v celé republice.

Ve vsech odbornostech, které v naSich laboratofich poskytujeme, jsme v tomto roce pokracovali v odborném rozvoji a systema-

tickém zvySovani kvality zdravotni péce na zakladé aktualnich poznatkd evidence-based medicine. Pro ilustraci odborného roz-
voje si dovolim si uvést nékolik priklada:

Laborator klinické imunologie a alergologie rozsifila portfolio o multiplexové metody potravinovych intoleranci a dalsi metody.
Takeé laborator farmakologie a toxikologie vyznamné rozsifila spektrum poskytovanych vySetfeni lékovych hladin a patfi tak mezi
predni pracovisté svého druhu v CR. V laboratofi molekularni biologie jsme zahajili vy&etFovani novymi technologiemi masivniho
paralelniho sekvenovani. Rozsifili jsme onkogeneticka vysetfeni bioptického materidlu a zahajili kapacitni screeningova vysetreni
novorozencl, vrozenych poruch imunity a spindlni muskuldrni atrofie. | v tomto roce jsme pokracovali ve vysokokapacitnim
testovani onemocnéni covid-19 metodou PCR.

Jsme velmi radi, Ze se ndm podafilo zrealizovat fadu odbornych setkani, na nichz jsme se s Vami méli moznost setkat a pfed-
stavit Vam aktudlni trendy vyvoje v nasich laboratofich. Pro Sirokou klientelu z rad verejnosti je nové dostupny e-shop labora-

tornich vySetfeni.

R&d bych na tomto misté podékoval vsem zaméstnancdm spolecnosti za jejich vysoce profesiondlni pfistup a pracovni nasa-
zeni, které je zdkladem Spickové laboratorni diagnostiky a multioborového pristupu s rychlou dostupnosti nasich vysetreni.
Dovolte, abych Vam za tym AGELLAB poprél poutavé cteni a podékoval za Vasi prizen a spolupraci.

RNDr. Tomds Gucky, Ph.D.
predseda predstavenstva spole¢nost Laboratore AGEL a.s.
feditel Odboru Laboratofi Skupiny AGEL a.s.
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SERVISNiI TEMATA

AGEL PARTNER portal

Jindrich Maksant

Skupina AGEL na zacatku roku 2022 spustila na adrese https://agelpartner.cz pro své spo-
lupracujici |ékaFe vlastni webovy portadl - AGEL PARTNER PORTAL (APP). Unikatni virtualni
prostor sjednocujici moznosti a hlavni benefity Skupiny AGEL napfic jejimi spolecnostmi. Uzi-
vatel si na jednom misté zkontroluje laboratorni vysledky, bodovou bilanci a objedna paci-
enta na specializované vysetrfeni. APP nabizi prehledné veskeré informace o pacientovi,
ktery byl odeslan do zdravotnickych zafizeni Skupiny AGEL na laboratorni Ci specializovana
vysetreni, pfipadné k hospitalizaci. VSechna data jsou |ékafi v portale dostupna z jakéhokoli
zafizeni Skupiny AGEL ihned po jejich vytvoreni. APP predstavuje vyrazny krok k celkové
elektronizaci zdravotnictvi a tim padem i k Uspofe ¢asu pro |ékare.

AGEL PARTNER portal

At the beginning of 2022, the AGEL Group launched its own web portal - ,AGEL PARTNER
PORTAL" (APP) for its collaborating doctors at the address https://agelpartner.cz. A unique
virtual space unifying the possibilities and main benefits of the AGEL Group across its com-
panies. The user checks the laboratory results, point balance and orders the patient for
a specialized examination in one place. The APP provides a clear overview of all information
about a patient who has come to the AGEL Group’s healthcare facilities for laboratory or
specialized examinations, or for hospitalization. All data are available to doctors in the por-
tal from any AGEL Group device immediately after they are created. APP represents a signi-
ficant step towards the overall electronicization of the healthcare sector and thus also to
save time for doctors.

Klicova slova:

AGEL
portal
elektronizace

elektronické vysledky
elektronicka
dokumentace

Key words:
AGEL
portal

electronization
electronic results
electronic
documentation

APP je modularni systém. Pfi jeho uve-
deni do provozu obsahoval tfi zakladni
moduly: Laboratorni vysledky, Zpravy
a ndlezy a Bodova bilance. Béhem letos-
niho roku byl doplnén o dalsi dva mo-
duly: Objednavani pacientl na speciali-
zovana vysetfeni ve zdravotnickych
zafizenich Skupiny AGEL a modul Na-
bidky spoluprace lékarfl v ramci PLS.
A vyvoj stale pokracuje. Mimo jiné i na
zakladé zpétné vazby uZivateld. Portal
ma responzivni design a jeho zobrazeni
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je komfortni jak na PC, telefonu nebo
tabletu.

Aktualné obsahuje dveé jazykové mutace,
¢eskou a anglickou. Systém dle lokality
odkud se uzivatel pfihlasuje automaticky
uzivateli mutaci nastavi.

APP je mimo jiné i komunikacni platfor-
mou. UZivateli se v na Gvodni obrazovce
ve formé meéniciho se banneru zobrazuji
aktudlni novinky, d0lezité informace

wuwuw.agellab.cz



apod. V pfipadé urgentni novinky nebo
zpravy je uzivatel upozornén notifika¢ni
ikonou.

Zabezpeceni a prava

UZivatel ma v systému patfi¢nd prava,
kterd jsou v pfimém vztahu k jeho ICP.
V rémci jednoho ICP pak miZe existovat
vice uzivatelskych opravnéni. Napriklad
sestra majici pfistupné pouze vysledky.
Lékar pak m0ze mit pristupné vsechny
moduly.

Prihlaseni do systému m(ze byt dvou-
faktorové (statické heslo + heslo v SMS).
Toto nastaveni si uzivatel voli sam.

Laboratorni vysledky

Vsechny laboratorni vysledky, u kterych
je uzivatel zadatelem, pfipadné u jiného
zadatele je uveden pro zasladni kopie,
jsou v portale k dispozici do nékolika mi-
nut od jejich uvolnéni z laboratore. Zob-
razeni vysledk( je nad jednotlivymi uda-
lostmi, respektive c¢asy odbéru, viz.
Obrazek ¢. 3. Ke kazdému vysledku ma
uZivatel moznost zobrazit jeho historii
v Case. Pro lepSi orientaci je pak napo-
mocny graf vyvoje daného parametry,
viz. Obrazek ¢. 4. Vysledky je mozné
z portalu rovnou tisknout nebo ulozit ve
formatu pdf.

Nalezy pacienta

V modulu Nalezy pacienta jsou k dispo-
zici vybrané typy zdravotnické doku-
mentace (napf. nalezy z radiologickych
pracovidt - popisy RTG, ambulantni
zpravy, propoustéci zpravy a dalsi), ze
vSech zdravotnickych zafizeni Skupiny
AGEL, kde je uzivatel uvedeny jako Za-
datel, pfipadné je praktickym |ékarem
pacienta. Uzivateli se zobrazuje seznam
dokumentace, ktery je mozny tfidit

wuwuw.agellab.cz
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Obr. 1 AGEL PORTAL - prihlasovaci obrazovka
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Obr. 2 AGEL PORTAL - tvodni obrazovka
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Obr. 3 AGEL PORTAL - laboratorni vysledky

Laboratorni vysetreni k udalosti (odbéru) ze dne: 26. 8. 2021 9:00 Vytisknout

Posledni nalez zpracovan dne: 2. 9. 2021 15:13

# Robert Testovaci (15. 7. 1983) & Laboratofe nemocnice

& MuUDr. / 2000
ZP: 205

®
Bez funkéni skupiny
Metoda Hodnota Jednotka Meze Hodnoceni Akce
B_KO bez diff proveden [©) ®©R
Hamburgeruv sedi.
Metoda Hodnota Jednotka Meze Hodnoceni Akce
U_Spec. vaha chem 1006 kg/m"3 [C)E)
Krevni obraz
Metoda Hodnota Jednotka Meze Hodnoceni LUC
B_Hemoglobin 143 oA 120-160 | 1*1 | [©) oR
B_Mnozstvi Hb v erytrocytech 291 pg 28-34 [BME [©) OB
B_Konc. Hb v erytrocytech 326 g/l 320-360 | 1*1 | [©) OoR
Koagulace
Metoda Hodnota Jednotka Meze Hodnoceni Akce
ErEutmmhinovV test P - INR test 093 1 [©)] oR
P_Protrombinovy test ration 093 1 0,8-1,2 [EEH ©) OB
APTT P - test KE 308 S 24-38 (NN [©] oBR
P_APTT - ration 1,01 1 0812 | I*l | ©) oR
Mo¢ chemicky + sedim
Metoda Hodnota Jednotka Meze Hodnoceni Akee
U_pH 6 - 5-6 (NN [C)E)
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Obr. 4 AGEL PORTAL - historie vysledku
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Obr. 5 AGEL PORTAL - ndlezy pacienta

Nemocnice AGEL Ostrava-Vitkovice a.s., Zaluzanského 1192/15, 70300 Ostrava, IC: 60793201
Radiologické oddéleni

PrimaF MUDr. Jaroslav Kratky tel:595633479  |CP: 91950028 (809)

MR vysetieni
Dat. nar.: 1.1.2000

Ze dne: 9. 2.2022 15:01

Testovaci Pacient € poj.:9990002283

Bydlisté: Modra 43, Ostrava - Hulvaky 70300 Kod poj.:111

Zadatel: Ordinace praktického lékare pro dospélé -
David

Lékar (popsal):  Dr. Allison Cameron, MBA Arch. cislo: 9990002283

Zdlezitost: Bolest bficha

Diagnézy: M9959 Stendza nervového kanadlu meziobrat. ploténkou: bficho a jiné
A@80 Rotavirova enteritida

RDG popis: Lorem ipsum dolor sit amet, consectetuer adipiscing elit, sed diam nonummy nibh euismod
tincidunt ut laoreet dolore magna aliquam erat volutpat. Ut wisi enim ad minim veniam,
quis nostrud exerci tation ullamcorper suscipit lobortis nisl ut aliquip ex ea commodo
consequat. Duis autem vel eum iriure dolor in hendrerit in vulputate velit esse molestie
consequat, vel illum dolore eu feugiat nulla facilisis at vero eros et accumsan et iusto
odio dignissim qui blandit praesent luptatum zzril delenit augue duis dolore te feugait.

Zdveér: Ut wisi enim ad minim veniam, quis nostrud exerci tation ullamcorper suscipit lobortis
nisl ut aliquip ex ea commodo consequat.
Lorem ipsum dolor sit amet, consectetuer adipiscing elit

Pozndmka: Duis autem vel eum iriure dolor in hendrerit in vulputate velit esse molestie consequat,

vel illum dolore eu feugiat nulla facilisis at vero eros et accumsan et iusto odio.

Vysetreno na Magnetom Avanto Siemens v. & 277KETEST

pristroji:

Dne: 9.2.2022 15:01 Dr. Allison Cameron, MBA

a filtrovat. Kazda jednotlivd zprava se
otevird v formatu pdf a ve vzhledu od-
povidajicimu tiskovému vystupu v da-
ném zdravotnickém zafizeni, viz. Obra-
zek ¢ 5. Zpravu je mozné rovnou
tisknout ¢i ulozit.
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Bodova bilance

Modul bodové bilance zobrazuje pre-
hledné v tabulce a grafu po jednotlivych
pldtcich pocty bod0 indikovanych ve
zdravotnickych zafizenich Skupiny AGEL.
Statistika vykonnosti je pribézna vyjma
laboratorniho segmentu. Zde dochazi
k mési¢nimu Uctovani a kompletni data
jsou tak k dispozici za minuly mésic az
po 15. dni aktualniho mésice. viz. Obra-
zek ¢. 6.

Objednavani pacientu

Specializovand pracovisté zdravotnic-
kych zafizeni Skupiny AGEL maji ve
svych diéfich alokovan casovy prostor
pro objednani pacientl uzivateld APP. Ti
pfi rezervaci vySetfeni vidi jednotlivé ca-
soveé sloty, do kterych mohou rezervaci
provést. Vyhodou je nabidka téchto vy-
Setfeni napfi¢ vsemi zdravotnickymi zafi-
zenimi Skupiny AGEL. Pacient ma tak
nasobné vétsi variabilitu ve vybéru vyho-
vujiciho terminu. Jako potvrzeni rezer-
vace odchdzi uZivateli email a SMS
zpradva (na zakladé udéleného souhlasu
pacienta). Systém pak bude automaticky
odesilat pfipominku terminu vySetreni
pacientovi na jeho mobilni telefon.

Vysledky téchto vySetFeni dostdva nejen
pacient pfi samotném vysetieni, ale i |é-
kar. A to jak elektronicky do svého ambu-
lantniho informacniho systému, tak jsou
k dispozici v APP.

Dalsi etapy vyvoje

APP se bude nadéle vyvijet a mimo im-
plementace nékterych pozadavk( od
uzivatell v rdmci zpétné vazby na APP
budou realizovany v nejblizsi dobé dalsi
tfi moduly.

wuwuw.agellab.cz



Modul Objednani spotfebniho materi-
alu bude podobny logice e-shopu. UZi-
vatel bude mit k dispozici kompletni na-
bidku spotfebniho materidlu. Vyplni si
pouze pocet jednotlivych polozek a ob-
jednavku odesle. Po zpracovani na
strané AGELLAB bude spotfebni mate-
ridl doru€en do ordinace tak, jak je klient
zvykly. Kazda polozka v nabidce bude
obsahovat podrobné informace. Napf.
informace ke spravné technice odbéru
apod.

Modul Zdravotnické obrazové doku-
mentace bude nabizet uzivateli nahled
na CT a RTG snimky u svych pacientd
odeslanych do jakéhokoli zdravotnic-
kého zafizeni Skupiny AGEL.

Modul Elektronické zadanky bude inte-
grovatelny do ambulantnich SW jako ex-
terni systém. Uzivatel pfi poZzadavku na
elektronickou zadanku jednim kliknutim
piejde do APP kde bude vyplnéna hla-
vicka pacienta a Zadatele. UzZivatel si vy-
bere laboratorni pozadavky a zadanku
odesle. Mimo standardni vzhledy formu-
[ar0 Zadanky bude mozné klientdm vy-
tvofit panely vySetfeni na miru dle jejich
pozadavku.

AGEL PARTNER PORTAL je SW pro-
dukt Skupiny AGEL prekracujici hranice
laboratorniho segmentu do vSech ¢in-
nosti spolecnosti Skupiny AGEL jako
celku.

wuwuw.agellab.cz

AGEL PORTAL - bilance vyZddané péce

Komplement

111 19176 9664 16361 23340 17295 12274 2977

201 15072 17783 7517 5001 2426 6498 0

205 39729 50059 29444 30848 25278 41431 10106

207 0 1713 0 807 2501 0 0

211 13379 15910 11780 10142 168 2287 5461

0

1061

187

0

v

101087
55358
227082
5021

59127

KONTAKTNI UDAJE:

Ing. Jindfich Maksant

AGEL a.s.

Oddéleni laboratornich IT systému
Jungmannova 28/17, 110 00 Praha 1,
Nové Mésto

e-mail: jindrich.maksant@agel.cz
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Laboratore skupiny AGEL a.s.
instalovaly novou
pristrojovou techniku

Lenka Kuliskova

Klicova slova:

Laboratore AGEL
laboratorni
diagnostika

Roche

pristrojova technika

Key words:

AGEL laboratories
laboratory diagnostics
Roche

instrument technology

Laboratorni provozy skupiny AGEL,
které jsou vyznamnou soucasti privatni
sité zdravotnickych zarizeni AGEL
v Ceské a Slovenské republice, provadéii
vySetieni ve vSech odvétvich laboratorni
diagnostiky - klinicka biochemie, klinicka
hematologie, klinickd imunologie a aler-
gologie, |ékafska mikrobiologie, |ékarska
genetika a laboratof patologie.

V pribéhu roku 2019 se vedeni spolec-
nosti AGEL rozhodlo vypsat indikativni
poptavku na novou pfistrojovou tech-
niku do svych provozd. Oslovilo ¢tyfi vy-
znamné dodavatele s cilem vybrat no-
vou instrumentaci do stézZejnich
laboratofi AGEL v obou republikach.
PredloZené indikativni nabidky byly pec-
livé zhodnoceny vybérovou komisi, kterd
v poloviné roku 2020 vybrala a doporu-
Cila spole¢nost Roche. Nésledoval
schvalovaci proces na Urovni predsta-
venstva spole¢nosti AGEL a.s. a vitézna
spole¢nost Roche byla potvrzena
a schvalena.

Klicovymi parametry v rozhodovani byly:
plna automatizace velkych laboratornich
provozl, dodavka poloautomatl do
stfednich laboratofi, kvalitni diagnos-
tické soupravy, spolehlivy autorizovany
servis, Siroka nabidka diagnostickych
set(, reference v obou republikédch, pod-
pora vzdéldvani laboratornich pracov-
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nikd a v neposledni Fadé také dalsi moz-
nosti spoluprace s dodavatelem
v oblastech mimo indikativni nabidku.

Neustdlad snaha o zvysovani kvality péce
0 pacienty ve zdravotnickych zafizenich
skupiny AGEL tak dostala zelenou v rea-
lizaci vymeény pfistrojové techniky
v ramci pfedlozené a schvalené indika-
tivni nabidky.

Implementace novych pfistroj probi-
hala v laboratofich klinické biochemie,
mikrobiologie a sérologie.

Bez preruseni provozu a v tézké co-
vidové dobé plné omezeni jsme se
po velmi peclivé a zodpovédné pri-
pravé pustili do jednotlivych insta-
laci. Ve Slovenské republice v zari
2020, v Ceské republice v unoru
202l.

Diagnostické medicinské laboratofe pro-
vadéji denné statisice biochemickych,
imunochemickych a sérologickych vySet-
feni v bézném nebo statimovém pro-
vOzU, v nemacnicich navic v nepfetrzi-
tém provozu.

V kazdé laboratofi bylo potfeba resit na-
hradni umisténi soucasnych analyza-
tord, provést analyzu workflow pracovi-
S§té a navrhnout na prfechodnou dobu
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dobrou organizaci provozu. Bylo nutno
zajistit a sledovat pfijatelné doby ode-
zvy na vydani vysledk( pro klinickd pra-
covisté v dobé instalace. Ve spolupraci
s technickym oddélenim musely byt
s predstihem feSeny pozadavky na re-
organizaci laboratornich prostor pro
nové pfistroje, na kapacitu a umisténi
zdroje deionizované vody. Také se ne-
smélo zapomenout na kontrolu elektric-
kych pripojek. Byl kladen velky d@raz na
kontinualni informovanost jak laborator-
nich pracovnikd, tak klinickych pracovist
vlastnich i externich. Samotné instalace
trvaly r@zné dlouhou dobu podle veli-
kosti pracovisté, ale vzdy mély nejméné
dvé ¢asti — technickou a aplika¢ni. Obé
probéhly ze strany spolecnosti Roche
na vysoké profesionalni Urovni. Na tech-
nickou instalaci vzdy ihned navazovalo
napojeni analyzatorl on-line do labora-
torniho informacniho systému. Spolec-
nost Roche dodrzela harmonogram in-
stalaci ze strany servisnich technikd
i aplikac¢nich specialist0.

Pribéh instalace v CR

V pribéhu instalaci spole¢nost Roche
uskutecnila nékolik online Skoleni pro
nase zameéstnance. Skoleni obsahovala
seznameni s jednotlivymi typy analyza-
tord, zdkladni prvky ovladani analyzé-
tord, zaklady a zplsob kalibrace dia-
gnostickych  souprav, navrhy na
provadéni interni a externi kontroly kva-
lity @ mnoho dalSich dobrych rad a né-
vodU vCetné diskuze k témto tématdm.
VSechny Skolici materialy jsou pracovni-
kdm i nadale k dispozici. Po ukonceni
jednotlivych instalacich analyzator( od
spole¢nosti Roche musela vzdy nasle-
dovat ¢asové narocnd verifikace vSech
novych diagnostickych souprav pro pro-
vadéna vysetieni. Verifikace se provadi
podle doporuceni odbornych spolec-
nosti v souladu s mezinarodni normou

wuwuw.agellab.cz
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SERVISNI TEMATA

Obr. 1 Pristrojova technika v laboratorich Ne-
mocnice AGEL Prostéjov, AGEL Stifedomorav-
skda nemocnicni

Obr. 2 Instalace nové pristrojové techniky v la-
boratori bichemie, Laboratore AGEL Novy Jicin

Obr. 3 Pristrojova technika v laboratori bioche-
mie, Laboratore AGEL Novy Jicin

pro zdravotnické laboratore CSN EN
ISO 15189. Je potfeba porovnat nové
a plvodni vysetfovaci postupy, odhad-
nout nejistoty méreni a nastavit refe-
rencni intervaly. Sprévné provedeni veri-



SERVISNi TEMATA

fikaci odhali ndhodné chyby,
systematické diference a proporcionalni
odchylky, ur¢i specifikace nové instru-
mentace pro zajisténi vydavani sprav-
nych vysledk( z laboratofe s kontinual-
nim vystupem na predchozi vysledky.
Velkou prfednosti na celorepublikové
Grovni bylo sjednoceni vySetfovani para-
metrd jako 1-84 intaktniho parathor-
monu, NT-proBNP jednotné vysledky
u diagnostiky vySetfovdni hormon(
stitné zlazy, infekéni sérologie a dalsi.

Instalace plné automatizovanych linek
pomaoci cobas connection modules CCM
véetné preanalytiky od spole¢nosti Ro-
che ve spole¢nosti Laboratofe AGEL
a.s. se sidlem v Novém Ji¢iné a na Oddé-
leni laboratorni mediciny Nemocnice
AGEL Prostéjov jsou teprve tfeti a Ctvr-
tou v poradi v Ceské republice. Zcela
unikatni je na nasem uzemi on-line za-
pojeni mocového analyzatoru Co-
bas6500 Roche do CCM linky na Oddé-
leni laboratorni mediciny v Prostéjové.

ZasSkoleni obsluhy bylo velice peclive,
kromé béznych provoznich zdlezitosti
se dUsledné zamérovalo na provadéni
pravidelnych Gdrzeb.

Pres veskerd omezeni v dobé covidové,
za prekonani technickych, organizacnich
i jinych obtizi se nakonec vse podafilo
realizovat podle planu. Prvni instalace
probéhly v CR v Gnoru 2021 v Bilovecké
nemocnici a.s. a na poliklinice Therapon
v Kopfivnici, v bfeznu pak nasledoval
provoz na OKBH v Nemocnici AGEL
Ostrava-Vitkovice, vdubnu se pfipo-
jily provozy v Nemocnici AGEL Ri¢any,
v Nemocnici AGEL Tfinec-Podlesi a na
poliklinice v Brné-Zidenicich, v kvétnu
nasledovala Poliklinika AGEL Ceska Tre-
bovéa a provoz v Nemocnici AGEL Cesky
Tésin. V €ervnu se uskutecnila vyména
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Obr. 4 Pristrojova technika v laboratorich Poli-
kliniky AGEL Plzeri

Obr. 5 Pristrojova technika v laboratorich Poli-
kliniky AGEL Praha Italska

pristrojd v Nemocnici AGEL Novy Jicin.
Béhem €ervence byla dokoncena jedna
z nejvétsich instalaci v centralnich pro-
vozech spole¢nosti Laboratore AGEL se
sidlem v Novém Ji¢iné na poliklinice
vetné instalace automatické preanaly-
tické linky. Jesté v Cervenci pak také do-
Slo k vymeéné analyzatord na mikrobiolo-
gickém pracovisti ve Sternberku. V srpnu
jsme pokracovali v Nemocnici AGEL
Louny. V zdfi 2021 jsme toho stihli
opravdu hodné - Poliklinika AGEL Plzen,
Nemocnice AGEL Valasské Mezifici, Ne-
mocnice AGEL Podhorska - pracovisté
Bruntal a Rymarov. V fijnu se instalo-
vala technika na imunologickém pracovi-
Sti v Novém lJic¢iné, v AGEL Stfedomo-
ravské nemocni¢ni - laboratore
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v Prerové a Prostéjové. V prostéjovské
laboratofi opét véetné plné automatizo-
vané preanalytické linky. V listopadu se
pripojila Nemocnice AGEL Sternberk, mi-
krobiologie v Prostéjové, Poliklinika
AGEL Olomouc. Na konci roku 2021 pro-
béhla vymeéna pfistroji v AGEL Hornické
poliklinika v Ostravé a v mikrobiologic-
kém pracovisti v ramci Nemocnice AGEL
v Ostraveé-Vitkovicich. V letosnim roce
2022 jsme pak dokoncili instalaci na Po-
liklinice AGEL Praha Italska.

Celkem bylo nainstalovano a zpro-
voznéno 79 modull ve 26 provo-
zech.

Spole¢nost AGEL a.s. bude vzdy podpo-
rovat ty projekty, které posouvaji kva-
litu, efektivitu a spolehlivost laborator-
nich vySetfeni a které vedou ke
zlepSovani pracovnich podminek nasich
laboratornich pracovnika.

wuwuw.agellab.cz

SERVISNI TEMATA

Vsem zucastnénym patri velké po-
dékovani za pripravu a realizaci
tak mimoradné akce, jakou byla vy-
ména pristrojové techniky v labora-
tornich provozech spolec¢nosti
AGEL ass.

KONTAKTNI UDAJE:

RNDr. Lenka Kuliskova, MBA
Laboratore AGEL a.s.

Garant provozu klinickych laboratofi
Revolu¢ni 2214735, 741 01 Novy Ji¢in
e-mail: lenka.kuliskova@lab.agel.cz
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SERVISNi TEMATA

Nova odberova mista
AGELLAB v siti spolecnosti

AGEL a. s.

Lenka Kuliskova

Klicova slova:

AGELLAB
AGEL

odbérova mista
odbéry krve

Laboratornimu segmentu spolecnosti
AGEL a.s. se v tomto roce podafilo ote-
viit 4 novd odbérovad mista, kterd tak
vice pokryvaji nabidku sluzeb klientGm
a zvySuji dostupnost laboratorni péce

pro praktické |ékare a ambulantni speci-

Key words:  alisty.
AGELLAB
AGEL  od I. I. - Jesenik

blood collection points
blood collection

Jesenicka poliklinika, Dukelska ulice 456

Obr. 1 Jesenickad poliklinika
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od l. 6. - Havirov

Lécebné centrum, Kochova 1227

Obr. 2 Lécebné centrum Havifov
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od IS. 8. - Stéti

Lékarsky dom Stéti, Obchodni 686

Obr. 3 Lékaisky dim Stéti

od 5. 9. - Ostrava-Vyskovice

Terapeut, Lumirova 639/2

Obr. 4 Poliklinika Vyskovice Terapeut
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NA ODBERU ZALEZI
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PRAVIDELNA RUBRIKA -

NA ODBERU ZALEZ|

Uzavreny odberovy systém -
soucasne€ moznosti a klinicky
vyznam

Zdenka Vahalova

Klicova slova:

klinické vzorky
transport

¢as odezvy
potrubni posta

Key words:

clinical samples
transport
response time
tube mail system

=

V minulych ¢islech v rubrice , Na odbéru
zalezi” jsme se sezndmili s Uskalimi,
kterd mohou provazet kvalitni odbér

krve.

Do preanalytické faze odbéru patfi pred
samotnou analytickou c¢asti vyhodno-
ceni odebraného vzorku krve i transport
vzorku do laboratore.

Jak transportovat vzorek?

B Pfi pldnovani ¢asu odbéru biologic-
kého materidlu je nutné pocitat s re-
zervou pro dopravu a pfijem vzorku
v l[aboratofi.

B Biologicky materidl je nutno po od-
béru transportovat tak, aby nedoslo
k jeho znehodnoceni fyzikalnimi vlivy
a k ohrozeni fyzickych osob. Vzdy je
nutné pfi manipulaci povazovat vzo-
rek za potenciadlné infekeni! Teplota
se béhem transportu musi pohybo-
vat v rozmezi 15—25°C, neni-li pro
dané vysetfeni vyzadovan transport
za jinych specifickych podminek.
Vzorky musi byt dopraveny do labo-
ratofe co nejdfive, nejpozdéji do
2 hodin, pokud neni uvedeno jinak
u vybranych analytd.

B Pri odbéru srazlivé krve je vhodné,
aby se krev srazila v misté odbéru
(cca 20 minut pfi pokojové teploté),
¢imZz se zabrani mozné hemolyze
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vzorku pfi okamzitém transportu po
odbéru. Vzorky srazlivé krve je nutné
vlozit do stojanku ve svislé poloze.
PFi odbéru krve je nutné odbérové
zkumavky ddkladné promichat otace-
nim, ale netfepat!

Odbérové zkumavky s biologickym
materidlem musi byt dobfe uzaviené
a musi byt transportovany ve svislé
poloze ve stojanku. Stojanek se
vzorky se musi vlozit do dekontami-
novatelného prepravniho boxu tak,
aby béhem prepravy vzorku do labo-
ratofe nemohlo dojit k rozbiti, rozliti
nebo jinému znehodnoceni vzorku.
Soucasti prepravnich box0 by
mély byt teplomeéry pro monitoro-
vani transportni teploty.

Pro transport jednotlivych vzork{ ze
pouZzit jiné transportni obalové mate-
rialy na transport biologicky, ktery
ma dvé casti: uzaviratelna ¢ast pro
vlozeni odbérovych zkumavek nebo
nadobek, oddélend ¢ast pro vlozeni
zadanek.

Zadanky musi byt prepravované od-
délené od biologického materidlu,
aby nedoslo k jejich kontaminaci.

Do laboratofe nesmi byt odeslan
vzorek bez 7adanky. Zaddanka mize
mit formu elektronické zadanky nebo
predtisténého formulare.

Biologicky materidl zfetelné ozna-
¢eny STATIM je tFeba dodat do labo-
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ratofe co nejdfive po odbéru oddé-
lené od rutinnich vzorkad.

Zname nekolik moznosti, jak doruceni
zkumavek s biologickym materidlem do-
pravit do laboratore.

V lGzkovych zdravotnickych zafizenich
a ambulantnim sektoru jsou postupy od-
lisné.

Zpusoby doruceni vzorkd:
Pravidelny svoz

Svoz v rdmci nemocni¢nich provozl je
realizovan vétsinou v urcitych ¢asovych
obdobich podle svozového planu.

Pneumaticka potrubni posta

Pokud je vybudovéna potrubni posts,
tak poskytuje moznost zasilani vzork{
s nepretrzitym provozem. V pfipadé vy-
padku je nutné zajistit odvoz biologic-
kého materidlu standardnim zplsobem.
V misté potrubni poSty jsou umistény
tzv. odesilaci stanice s jasnou predvol-
bou mista doruceni (laboratore). Vzorky
materialu musi byt vloZeny pfed odesla-
nim do transportni pfepravni patrony,
podle pokynd pro manipulaci a zasad po-
uzivani potrubni posty.

Vzorky je nutno vklddat do patrony od-
délené od Zadanek.

Odbérové zkumavky do pFepravni pat-
rony by mély byt zabaleny do pfeprav-
nich sackd a musi byt vhodnym zpUlso-
bem zafixovany, tak aby bylo zamezeno
jejich pohybu (prevence tvorby bublin,
apod.).

Vsechny odbérové nadobky musi byt
radné uzavreny.

wuwuw.agellab.cz
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Obr. 1 Odbérové zkumavky v prepravni patroné

Donaska kompetentnim pracovni-
kem — sanitar

Biologicky materiadl doruceny do labora-
tofe musi byt fadné oznaceny a dopl-
nény zZadankou. Za dodrzeni podminek
transportu zodpovida klinické pracovi-
ste.

Donaska pacientem

Lze pfijmout Féddné oznaceny materidl
se zadankou v transportnim obalu na in-
fekéni materidl, dopraveny do labora-
tofe. Za dodrzeni podminek transportu
zodpovida klinické pracovisté.

S vygvojem novych technologii pri-
chazi na trh novy unikatni trans-
portni systém pro malé Klinické
vzorky.

B Vzorky jsou zasilany v béznych zku-
mavkach bez vkladani do prepravnich
patron a baleni do ochranného obalu.
Na pfijem v laboratofi pfichadzi zku-
mavky pfimo z mista odbéru - to
znamena, Ze osoba odebirajici vzo-
rek krve je jedinou osobou, ktera se
ho dotyka, dokud neni analyzovan
v laboratofi.

B Po odebrani vzorku je zkumavka vlo-
Zena do systému Tempus600® a do
laboratore dorazi jen nékolik sekund

poté.
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=

Ovladani jednim dotykem Setfi roz-
hoduijici ¢as.

Eliminace rizika nozokomialnich na-
kaz = snizeni rizika pfi ,predavani”
vzorkd mezi osobami.

Z4dna chybna dodani zkumavek se
vzorky.

Z3adné ztracené zkumavky.

UZ nebudete muset ¢ekat, az se sys-
tém uvolni, protoze se jedna o vyhra-
zenou linku, kterd vede z bodu A (od-
déleni) do bodu B (laborato).
Vyrazné snizeni ¢asu odezvy, tzn.
zkrati se ¢as od odbéru na oddéleni
az po vysledek u |ékare.

V soucasné dobé se tento Cas pohy-
buje kolem 120-240 minut. Je ové-
feno klinickou praxi, Ze pfi pouziti
transportu zkumavek technologii
Tempus600@ se ¢as odezvy zkrati na
dobu kolem 60 minut.

Pokud neni centralni laborator, |ze
vyfesit rozdéleni zkumavek do labo-
ratofi pomoci pfistroje Tempus600@
Necto. Jde o automatizované feseni
pro vysoce vykonny pfijem vzorkd,
pfistup a prepravu na dlouhé vzdale-
nosti.

Vzorky jsou tfidény pomoci ¢arovych
kodU, typu zkumavky nebo jako kom-
binace.

Identifikace barvy uzavéru a geomet-
rie zkumavky pomoci kamery.

Necto zjednodusSuje cely proces re-
gistrace a tfidéni a umoziuje distri-
buci vzork( az do ¢tyr rlznych labo-
ratofi, obsahuje dva mistni sbérné
koSe.

Odesilaci modul Tempus6008@ |ze pri-
pojit pfimo k l[aboratornim automati-
zacnim systémam.

K systému Necto lze dokoupit jeden,
dva nebo tfi extra odesilaci moduly.
Kapacita velkoobjemového oddilu je
pfiblizné 600 zkumavek.
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Obr. 2 Odesilani vzorkd

Obr. 3 Manudini prijem vzorka v laboratori

Obr. 4 Pristroj Tempus600® Necto

m Diky velikosti vedeni linek Tem-
pus600@ pro transport malych klinic-
kych vzork( se snadno umisti do sta-
vajicich rozvodd TZB budov nebo

nemocnic.

B |nstalace bez preruseni kazdoden-

niho provozu.

B Minimalni ndklady a pozadavky na

stavebni pfipravenost.
m Doba instalace v radu 2—3 tydn0.
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KONTAKTN[ UDAJE: Obr. 5 Vedeni linek Tempus600®
Zderika Vahalova

SARSTEDT, spol. s r.o.

Pod Pekarnami 338/1, 190 00 Praha
e-mail: zdenka.vahalova@sarstedt.com
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PATOLOGIE

Detekce nadorového loziska
prsu znaceneho radioaktivnim
Zzrnem na pracovisti patologie

Lenka Manakova, Romana Andélova

V mediciné se neustdle snazime o aplikaci novych poznatkl a technologii s vyuZitim tzv. mi-
kroinvazivnich technik, které prispivaji ke zkvalitiovani diagnostiky a |é¢by nadorovych lézi
s minimalnim zatiZzenim pro pacienta. Zejména v oblasti karcinom{ prsu dochazi k obrov-
skym pokrok@m, které znamenaji pro pacientky i pacienty zlepSeni kvality jejich Zivota. V ne-
dadvné dobé AGEL Diagnostické centrum zavedlo do praxe znaceni nddorovych |ézi prsu ra-
dioaktivnim zrnem pod kontrolou ultrazvukem. Velmi malé i nehmatné [éze oznacené
radioaktivnim zrnem jsou snadno detekovatelné pomoci gamma sondy, coz umozni jejich
Setrné odstranéni, pfi kterém je odebrana s danou |ézi co nejmensi porce okolni nenddorové
prsni tkdné. Odstranéna nadorova léze se zavedenym radioaktivnim zrnem je poté odeslana
na patologii a kompletné zpracovana s vyjmutim zrna a jeho likvidaci dle platnych doporuce-

nych postup.
Detection of breast tumor lesions with a radioactive seed in the pathology department

In medicine, we are always trying to implement new knowledge and technologies using so-
-called microinvasive techniques, which contribute to improving the quality of diagnosis and
treatment of tumor lesions with minimal burden on the patient. Especially in the area of
breast cancer, huge advances are being made, which mean an improvement in the quality of
life for patients. Recently, the AGEL Diagnostic Center has put into practice the marking of
breast tumor lesions with a radioactive seed under ultrasound control. Very small and non-
-palpable lesions marked with a radioactive seed are easily detected using a gamma camera
and will allow for their gentle removal, during which the smallest possible portion of surroun-
ding non-cancerous breast tissue is removed with the given lesion. The lesion thus removed
with the radioactive seed inserted is then sent to pathology department and completely
processed with the removal of the seed and its disposal according to valid recommended

procedures.
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Uvod

K nejnovéjsim pokrokdm pfispivajicim
ke zkvalitiiovani diagnostiky a |écby né-
dorovych lézi s minimalnim zatizenim
pro pacienta patfi i tzv. mikroinvazivni
techniky. Mikroinvazivni zékrok umoz-
fuje jeho provedeni ambulantné, bez
nutnosti hospitalizace pacienta, sou-
C¢asné s minimem komplikaci. Velkou
novinkou, kterou se v lofiském roce po-
dafilo AGEL Diagnostickému centru za-
vést do rutinni praxe, se stalo znaceni
nadorové tkadné prsu radioaktivnim zr-
nem. Jedna se o minimalné invazivni z&-
krok, jehoz pomoci dochazi ke zjedno-
duseni nasledujicich |é¢ebnych krokd
a zkraceni doby rekonvalescence paci-
enta vedouci ke zkvalitnéni jeho Zivota.

Znaceni nadorového loziska

ZnacCeni nadorové tkdné pred operac-
nim vykonem se b&Zné pouziva jiz fadu
let. Hlavnim dlvodem oznaceni nado-
rové tkané je lokalizace i velmi malého
¢i nehmatného nadorového loziska
a jistota odstranéni celého nadorového
loziska s minimem porce okolni zdravé
nenddorové tkdné prsu bez pozitivnich
resekénich okrajd. V pripadé predchozi
neoadjuvantni |é¢by se tkan prsu muize
zjizvit ¢ nadorovd léze pFestane byt
hmatnou. | v téchto pfipadech chirurg
lézi snadno identifikuje a odstrani s mi-
nimalnim lemem zdravé tkané. Apliko-
vand znacka, at uz predmét ¢i latka,
musi byt snadno detekovatelnd napf.
pomoci ultrazvuku nebo gamma sondy.
Bézné se uzivaji drdténé vodice, kovové
chirurgické klipy, methylenova modr,
Technecium 99m i jiné radioaktivni
substance. Kazda technika ma své vy-
hody a nevyhody. Cilem je snadna apli-
kace, dobrd manipulace, nizka cena
a pro moznost kompletniho zpracovani
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resekdtu prsu patologem i snadné vy-
jmuti. Dalsi dllezitou podminkou je,
aby pfed operac¢nim vykonem nedoslo
k posunu znacky mimo misto vilozeni.
Znaceni nadorového loziska
radioaktivnim zrnem

Mikroinvazivni technika lokalizujici na-
dorové lozisko prsu, kterd byla zave-
dena v lofAském roce do rutinni praxe
v AGEL Diagnostickém centru, vyuziva
radioaktivni jodové zrno. Spolecnost
IsoAid dodava lokalizacni jehly obsahu-
jici  nizkoaktivni jodové zrno (zdroj
ADVANTAGE™ 1-125). Jedna se o lase-
roveé svarenou titanovou kapsli velikosti
4,5x0,8 mm, obsahujici pripojeny jod
125, konkrétné jodid strfibrny, vydava-
jici ionizujici zafeni o energii 27,0-35,5
keV (primérné 28,5 KeV). Jde o uza-
vifeny radionuklidovy zdroj o aktivité
9,5 MBq, ktery je bezpecny pro paci-
enta i jeho okoli. Po aplikaci zrna do na-
dorového loziska prsu je mozné zrno
detekovat nékolika zplsoby, ultrazvu-
kem, rentgenem, fluoroskopii (skiasko-
pi), pocitacovou tomografii ¢i gamma
sondou (1).

Gamma sonda

Velmi malé ¢ nehmatné nadorové lo-
Zisko je oznaceno intervenc¢nim radiolo-
gem za pomoci lokaliza¢ni jehly radioak-
tivhim zrnem pod kontrolou
ultrazvukem. Takto oznacené nadorové
lozisko je snadno detekovatelné na
opera¢nim sale chirurgem gamma
sondou. Jednd se o scintila¢ni sondu,
kterd detekuje Siroké spektrum radioak-
tivnich latek. Gamma sonda je velmi cit-
liva, i takto drobny zafi¢ detekuje s vel-
kou presnosti. Po lokalizaci
radioaktivniho zrna v lozisku provede
chirurg cilené odstranéni s minimalnim
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Obr. 1 Prikrajovaci schéma resekdtu prsu

VYSETRENIi NAZMRZLO MAMMA

POHLED SHORA V)

(kraniokauddiné) dlouhy steh

kratky steh

1. ZORIENTOVAT

= dle strany (L.DX., L.SIN.)
= dle stehd (V, Med)

ventralné: modra tus
dorzdlné: zelena tus

2. prokrajet ventro - dorzalné (pfi pohledu shora - kran.)

3. schéma fez( + orientace - zakreslit pfikrojeni do blokd

kratky steh

I vzdélenost od res. linie (nejblizs) = RZ
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lemem okolni nenddorové tk&né prsu.
Vzniklo mnoho studii se zaméfenim na
znaceni nadorového loziska radioaktiv-
nim zrnem, znacna Cast porovnavajici
radioaktivni zrno s jinymi lokalizacnimi
technikami (2-8).

Zpracovani nadorové tkané zna-
¢ené radioaktivnim zrnem (251) na
pracovisti patologie

Po odstranéni nadorového loziska chi-
rurgem je odeslan resekat prsu na pra-
covisté patologie. K transportu slouZzi
bézné pouzivané nddoby. Na nase pra-
covisté pfijimame a ihned zpracova-
vame nativné dodané (nefixované) re-
sekdty prsu, které zpracovavame dle
protokolu. Postup je identicky jako
v pfipadé zpracovani peroperacnich
biopsii.

Po oznaceni nddob a zaznamenani pfi-
jmu materidlu do laboratorniho infor-
macniho systému patolog okamzité
pracuje s nativni tkani prsu. Na pfikra-
jovneé zorientuje stranoveé resekat prsu
s pomoci oznaceni resekatu chirurgem
(ventralni strana resekatu je oznacend
dlouhym stehem, medialni strana rese-
kdtu je oznacena kratkym stehem).
Kranidlni a kaudalni plochu resekatu
patolog oznaci dvéma rlznymi barvami
tusi. Nasledné dle schématu resekat
patolog pfikroji na jednotlivé lamely
(obr. €. 1).

Patolog je odkdzan prevazné na mak-
roskopicky zfetelné lozisko, které zméri
a urci vzdalenost loziska od resek¢nich
okrajd. V pfipadé rozpakd, nejcastéji
z dOvodu plosnych fibrocystickych
zmeén ve tkani prsu i jizveni po pred-
chozi neoadjuvanci, nebo z dlvodu po-
dezfeni, Ze nddorové lozisko dosahuje
doresekéniho okraje, patolog suspektni
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loZzisko prikroji a laborantka vyhotovi
preparat ze zmrazeného fezu.

PFi oznaceni n&dorového loziska ra-
dioaktivhim zrnem je orientace v rese-
katu prsu jednodussi i pro patologa,
ktery pomoci totoZzné gamma sondy,
jako se uziva na operacnim sdle, snadno
lokalizuje v daném fezu nadorové lo-
zisko (obr. ¢. 2). Po identifikaci radioak-

Obr. 2 Gamma sonda pouZivand na pracovisti
patologie

tivniho zrna (zvukovy i vizuadlni signal
gamma sondy) ma patolog ozfejmeno
nddorové lozisko, které zmér a urci
jeho vzdalenost od resekenich okrajd,
tu ovefi peroperacni biopsii. Po nahlé-
Seni kompletnosti ¢i nekompletnosti re-
sekce nadorového loziska chirurgovi na
operacni sdal patolog pomoci pinzety
radioaktivni zrno vyjme z daného fezu
a umisti jej do plastové nadobky, ktera
je naplnéna roztokem pro fixaci. Poté je
plastovd nadobka umisténa do stiné-
ného olovéného kontejneru. Patolog
ddle pokracuje v kompletnim zpraco-
vani resekatu do kazetek a material je
posléze zpracovavadn laboratofi dle
standardd s vyhotovenim histologic-
kych prepardtl. Ve vyhotoveném pre-
paratu mdzeme v konkrétnim fezu za-
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stihnout kandlpo extrakciradioaktivniho
zrna (obr. ¢. 3).

Nasledujici Ukony jsou spojeny s likvi-
dadi zrna. Stinény olovény kontejner je
pracovnikem patologie odnesen na od-
déleni nukleadrni mediciny, kde je zajis-
téna jeho likvidace, resp. ve stinénych
nadobach dojde k jeho vyzéareni. Nakla-
dani a pouzivani radioaktivniho zrna je
piisné regulovano, dokumentovano

a ridi se predpisy radia¢ni ochrany.
Zavér

Aplikace nejnovéjsich poznatkd s vyuZzi-
tim mikroinvazivni techniky lokalizace
nadorového loZiska prsu radioaktivnim
zrnem pomaha zjednodusit nasledné [é-
Cebné a diagnostické kroky. Nenadorova
tkan prsu v okoli nadorového loziska je
maximalné zachovéna, coZz ma pro paci-
enta neméneé dalezity vyznam z hlediska
estetického. Oznacena nadorova tkan je
pro hodnoceni patologem gamma
sondou snadno identifikovatelna a re-
portovani vzdalenosti nadorového lo-
Ziska od resekénich okrajd je rychlejsi
a pfesngjsi.
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Obr. 3 Kandl po extrakci radioaktivniho zrna
v histologickém rfezu
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Diferencialni diagnostika
anémii dle parametru MCV

Martin Brejcha, Michaela Paulasova

Anémie je charakterizovana poklesem hladiny hemoglobinu pod fyziologickou mez (120 g/I
u zen a 135 g/l u muzQ). Anémie je vzdy projevem néjakého jiného onemocnéni a objasnéni
priciny jejiho vzniku je nezbytné ke stanoveni sprdvného |éCebného postupu. Pro zakladni
diagnostickou rozvahu je didlezité zhodnoceni objemu erytrocytd (MCV). Podle néj délime
anémie na mikrocytarni, normocytarni a makrocytarni. Zmény objemu erytrocytd jsou typické
pro jednotlivé druhy anémii a zhodnoceni parametru MCV nam umoziuje cilené zameéreni
dalsiho vySetfovaciho postupu.

Differential diagnosis of anemia according to the MCV parameter

Anemia is characterized by a decrease in hemoglobin level below the physiological limit (120
g/lin women and 135 g/l in men). Anemia is always a manifestation of some other disease,
and finding out of the cause of its occurrence is necessary to determine the correct thera-
peutic approach. Evaluation of the erythrocyte cell volume (MCV) is important for the basic
diagnostic balance. According to it, we divide anemia into microcytic, normocytic and macro-
cytic. Changes in erythrocyte volume are typical for individual type of anaemia and the asse-
ssment of the MCV parameter allows us to target further examination methods.

Klicova slova:  Uvod
anémie

objem erytrocytd

notu, kterou ziskdme vydélenim hemato-
kritu poctem erytrocytd (MCV=Hc/RBC),

Key words:
anemia
erythrocyte volume

Anémie muize byt zplsobend krevnimi
ztratami, nedostatecnou tvorbou erytro-
cytd nebo jejich zkrdcenym prezivanim.
V nékterych pripadech se mZou pficiny
i navzajem kombinovat. Velmi dllezitym
parametrem pro diferencidlni diagnos-
tiku a napldnovani dalsiho vySetfovaciho
postupu je zhodnoceni MCV.

MCV je vypocitany parametr, ktery se
udavd ve femtolitrech. Jednd se o hod-
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pricemz vysledek je automatickym vystu-
pem pfi vySetfeni krevniho obrazu v ana-
lyzatoru. Podle hodnoty MCV délime
anémie na mikrocytarni, normocytarni
a makrocytarni.

Mikrocytarni anémie (MCV < 80 fl) je ty-
pickd pro anémii z nedostatku Zeleza,
pro anémii chronickych chorob a pro
thalasémii. Makrocytarni anémie (MCV
> 95 fl) byva projevem nedostatku vita-
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minu B12 nebo folatu, déle se objevuje
u abusu alkoholu, uzivdni nékterych
l[ekd (napf. hydroxyurea, methotrexat,
6-mercaptopurin), hemolyzy, jaternich
chorobach, hypothyre6ze a myelody-
splastickém syndromu. U normocytarni
anémie (MCV 80-95 fl) se pficiny vétsi-
nou kombinuji, popf. ji prokazujeme
u anémie chronickych chorob nebo po
akutni krevni ztraté.

Vysetrovaci postup pri anémii

Prvnim krokem je zhodnoceni viech pa-
rametrd krevniho obrazu, zdroven se
standardné provadi zdakladni bioche-
mické vySetfeni (urea, kreatinin, kyse-
lina mocova, bilirubin, ALT, AST, celkova
bilkovina, albumin). Nasledné dopliu-
jeme dalsi laboratorni testy, mezi které
patfi vysSetreni zdsob Zeleza, hladina vi-
taminu B12, foldtu, testy zamérené na
hemolyzu (LDH, bilirubin, haptoglobin,

Coombsuv test), elektroforeza bilkovin,
hormony stitné zlazy. Zhodnoceni para-
metru MCV ndm umoznuje v nékterych
pfipadech provadét pouze cilena labo-
ratorni vySetreni. Pokud prokdzeme vy-
raznou mikrocytdzu, tak kromé zaklad-
nich biochemickych vySetfeni se staci
zameéfit pouze na vysetfeni zdsob Ze-
leza v organismu. Naopak vyrazna mak-
rocytéza je typicka pro deficit vitaminu
B12. U pacientl s normocytarni anémi,
nebo u téch kde mikrocyt6za nebo mak-
rocytébza nejsou vyrazné, provadime
zpravidla rovnou cely panel vySetreni.

Dalsi diagnosticky postup se odviji od
vysledku laboratornich testd. U paci-
entd s prikazem sideropenie patrame
po zdroji chronickych krevnich ztrat, in-
dikujeme gastroenterologické, gyneko-
logické nebo urologické vysetfeni. Vy-
Setfeni pficiny sideropenie musi byt
vzdy dUsledné, nebot jednou z jejich

Tab. 1 Diferecidlni diagnostika anemii dle velikosti erytocytid

Pri¢ina anémie
sideropenicka anémie

Mikrocytoza

MCV < 80 fl

thalasémie

anémie chronickych chorob

Normocytéza

MCV 80-95 fl

kombinovana pficina

akutni krevni ztrata

anémie chronickych chorob

Makrocyt6za
MCV > 95 fl

abusus alkoholu

6-mercaptopurin)
hemolyza
jaterni choroby

hypothyredza

anémie z nedostatku vitaminu B12

anémie z nedostatku kyseliny listové

uzivani nékterych |ékd (napf. hydroxyurea, methotrexat,

myelodysplasticky syndrom
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pricin mohou byt nddorové onemocnéni
gastrointestinadlniho nebo urogenital-
niho traktu. Pfi prikazu deficitu vita-
minu B12 je provaddéna gastroskopie.
Tito pacienti maji typicky atrofii Zalu-
decni sliznice se snizenou produkci ky-
seliny chlorovodikové. U téchto jedincd
je zvysené riziko vyvoje rakoviny Za-
ludku, proto se gastroskopie provadi
opakované pfiblizné jednou rocné.
U pacientd s hemolytickou anémii je
nutné vyloucit naddorové nebo revma-
tické onemocnéni. VySetrfeni kostni
drené (aspirace, popf. trepanobiopsie)
se provadi u predevsim u pacientl s ne-

Literatura

vysvétlitelnou anémii, pancytopenii, le-
ukoerytroblastovou reakci, monoklo-
nalni gamapatii a anémii s velmi nizkym
poctem retikulocytd.
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Tuberkuloza
u imunokompromitovaného
pacienta - kazuistika

Andrea Ondrejkova, Gustav Ondrejka

Pocet onemocnéni tuberkul6zou vykazuje v Ceské republice dlouhodobé klesajici trend. Na-
proti tomu v soucasnosti zaznamendvame vyznamny narlst tzv. nemoci ,moderniho véku”
- alergii, nddorovych a autoimunitnich onemocnéni. S tim jde ruku v ruce i vyvoj novych (ékad,
Z nichz nékteré reprezentuji cilenou biologickou |écbu, kterd je zalozena na modulaci slozek
imunitniho systému. V praci prezentujeme pfipad mladého pacienta s revmatoidni artritidou,
ktery v disledku imunosupresivni terapie onemocnél tuberkulézou.

Tuberculosis of an immunocompromised patient — a case report

The number of tuberculosis cases in the Czech Republic shows a long-term decreasing trend.
On the other hand, we are currently experiencing a significant increase in the so-called ,mo-
dern age” diseases - allergies, cancer and autoimmune diseases. Subsequently, new drugs
are being developed, some of which represent targeted biological treatments based on the
modulation of immune system components. We present a case of a young patient with
rheumatoid arthritis who developed tuberculosis as a result of immunosuppressive therapy.

Kli¢ova slova:
tuberkul6za
T-bunéc¢nad imunitni
odpovéd
biologicka lécba

Tuberkuléza kosterni soustava.

Tuberkuloza (TBC) je zavazné infekéni  Pocet onemocnéni

TBC vykazuje

onemocnéni zplsobené bakterii My-

v Ceské republice dlouhodobé klesa-

anti-TNF terapie . . . . p L
' |GRAte§t'y cobacterium tuberculosis. Vzhledem jici trend a v mezindrodnim srovnani

k tomu, Ze nejcastéjsi vstupni branou jiz léta patfime k zemim s nizkym vy-

Keywords: Dakterii jsou dychaci cesty, byvaji ve  skytem nemoci. Incidence tuberku-

tuberculosis

T-cell immune

response

biological treatment
anti-TNF therapy

=

IGRAs

vétsSiné pripadl postizeny pravé plice.
Infikovan vsak mlze byt kterykoliv or-
gan, napfiklad nitrohrudni lymfatické
uzliny, mocové ustroji, CNS, pfipadné
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l6zy za rok 2020 byla dle Registru
TBC 3,4 pripad( na 100 000 obyvatel

(1).

wuwuw.agellab.cz



Imunita a tuberkuléza

Mycobacterium tuberculosis je intrace-
luldrné parazitujici acidorezistentni tyc-
kovitd bakterie. Klicovou roli v obrané
proti mykobakteriim sehrava kooperace
specifickych  T-lymfocytd, makrofagl
a epitelidlnich bunék. Aktivované imu-
nokompetentni bufky produkuji proza-
nétlivé a cytotoxické cytokiny a spous-
roli sehrdvaji interferon y (IFNy), ktery
stimuluje fagocytdrni a cytotoxické
funkce plicnich makrofédgl, a tumor ne-
krotizujici faktor a (TNF a), ktery ma
vyznamnou roli pfi formovani a zacho-
vani granulomu (2). Granulom je mikro-
skopicky utvar, ktery vznika v d@sledku
reakce imunitniho systému na chro-
nicky zanét. Skldda se prfevazné z ak-
tivnich makrofégl a velkych mnoho-
jadernych bunék. Humoralni imunitni
odpovéd velmi pravdépodobné ne-
hraje v obrané proti mykobakteriim
zadnou roli.

Latentni tuberkuléza

U ¢asti infikovanych nedojde k Uplné eli-
minaci patogenu. Mykobakterie pfezi-
vaji uvniti granulomu exponovaného
jedince diky specifickym obrannym me-
chanismim v klidovém stavu mimo do-
sahu imunitniho systému hostitele.
Jedna se o latentni (asymptomatickou)
formu tuberkulozy (LTBC), kterd probiha
asymptomaticky a neni detekovatelnd
primymi diagnostickymi metodami ja-
kymi jsou mikroskopie, kultivace anebo
detekce genomu bakterie. LTBC je infi-
kovéna pravdépodobné tretina svétoveé
populace. Asiu 10—15 % latentné infi-
kovanych jedincG dochazi k vyvoji ak-
tivni TBC, nejcastéji vlivem oslabeni bu-
nécné imunity (3).
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Biologicka Iécba

V souCasnosti zaznamenavame Vy-
znamny nardst naddorovych a autoimu-
nitnich onemocnéni. S tim jde ruku
v ruce i vyvoj novych (ékl, z nichZz né-
které reprezentuji cilenou biologickou
|éCbu, kterd je zalozena na modulaci
slozek imunitniho systému - bud for-
mou imunosuprese anebo aktivace.
Jednim z nejvice vyuzivanych biologic-
kych |éciv jsou tzv. anti-TNF-a pfipravky,
které se uplatiuji v |éCbé revmatoidni
artritidy, idiopatickych stfevnich zanétd
(Crohnova nemoc, ulcerdzni kolitida)
a jinych autoimunitnich onemocnéni.
Vzhledem k tomu, Zze TNF-a je jednim
schopnosti proti mykobakteriim, prinasi
anti-TNF-a pfipravky kromé cilené tera-
pie zdkladniho onemocnéni i riziko exa-
cerbace latentni formy tuberkulozy.
Sekce pro tuberkulézu CPFS vydala do-
poruceni pro monitoring LTBC u paci-
entd |éCenych anti-TNF-a pfipravky (4).
Pravidelné kontroly zahrnuji klinicka vy-
Setfeni, anamnestické (daje, skiagramy
hrudniku a vysledky dostupnych IGRA
testd (Interferon Gama Release Assay
- QuantiFERON.TB test, T-SPOT.TB)
pro nepfimou laboratorni diagnostiku
LTBC.

Kazuistika
ANAMNEZA:

B Muz, ro¢nik 1987, séropozitivni rev-
matoidni artritida Ill.-1V. staddium.

B Od r. 2011 biologicka terapie pfi-
pravkem anti-TNF-a.

B Na zacCatku terapie byla pneumolo-
gem vylou¢ena LTBC, QuantiFE-
RON.TB test (IGRA) negativni.

® Dale v pribéhu biologické lécby ne-
byl vySetifen pneumologem, IGRA
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test k vylouceni LTBC pfi probiha- EPIKRIZA:

jici imunosupresivni terapii nebyl
proveden! [

B Zacatkem listopadu 2016 febrilie,
kaSel, slabost. Hospitalizovan nain- =
ternim oddéleni okresni nemocnice.

B Nalez hodnocen jako pleuropneu- =
monie. Prelé¢en Sirokospektralnimi
antibiotiky (aminopeniciliny, makro-
lidy, cefalosporiny, chinolony). ]

B Po 5 tydnech prelozen na plicni od-
déleni Nemocnice v Novém Jiciné.

Obr. 1 CT hrudniku, pleurdini vypotek vpravo

Obr. 2 CT hrudniku, tzv. mediastinalni okno. Pleurdlni vypotek vpravo,
zvétsené lymfatické uzliny, cévy. LU - lymfatické uzliny.

Biologicka |é¢ba pfipravkem anti-
TNF-a byla vysazena.

Sputum na Mycobacterium tuber-
culosis opakované negativni.
Sérologickad pozitivita IgM a IgA na
Mycoplasma pneumoniae - zaha-
jena terapie doxycyklinem.

CT nalez - pleuralni vypotek vpravo,
mediastindlni a hilova lymfadenopa-
tie, dle popisujiciho rentgenologa az
obraz tumoru v pravém hilu, plicni
parenchym bez jednoznacnych lozZis-
kovych a infiltrativnich zmén - obr. 1
a2

Sedimentace 22/44, krevni obraz
v norme, vysetfeni parametrd humo-
ralni a bunécné imunity v normé.
IGRA test (T.SPOT.TB) silné pozi-
tivni (cut off < 5 spotd) - obr. 3.
CYTOLOGIE A FENOTYPIZACE PLE-
URALNIHO PUNKTATU: hodné bu-
néc¢ny, velmi pravdépodobneé
reaktivni pleurdlni punktat lymfocy-
tarniho typu (74,5 %) s predomi-
nanci T-lymfocytl s lehce zvySenym
pomérem CD4/CD8 (2,8), bez fenoty-
povych zndmek maligniho lymfoproli-
ferativniho onemocnéni.
MIKROBIOLOGICKE VYSETRENI:
sputum, pleurdlni punktat, bron-
choalveolarni lavdZ opakované ne-
gativni na Mycobacterium tubercu-
losis. V rémci pfimé diagnostiky TBC
byla provedena mikroskopie na aci-
dorezistentni tycky, kultivace, meta-
bolickd kultivace MGIT, PCR.
BRONCHOSKOPICKE VYSETRENI:
hlasivky symetrické, bez patologie.
Trachea volnd. Karina trachealni os-
trd, pohybliva. V dosahu optiky
oboustranné vsechna Usti volna.
Sliznice klidna. Bez patologické vas-
kularizace.

EBUS BRONCHOSKOPIE (obr. 4): bi-
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laterdlni mediastindlni a hilova lym-
fadenopatie (zvétSend LU o pro-
méru 1,56 cm).

® CYTOLOGICKE A HISTOLOGICKE
VYSETREN| BIOPSIE Z EBUS: ma-
ligni bunky nezachyceny, bez zna-
mek lymfoproliferativniho procesy,
bez nadlezu granulomd.

® MIKROBIOLOGICKE VYSETRENI
ASPIRATU EBUS/TBNA: vysledky
z biopsie lymfatické uzliny
z 09/12/2016: acidorezistentni
tycky ++, DNA M. tuberculosis
complex (PCR) pozitivni, kulti-
vace M. tuberculosis +++, MGIT
- M. tuberculosis pozitivni, citli-
vost na Streptomycin, Isoniazid
(INH), Ethambutol (EMB), Rifam-
picin (RFA), Ofloxacin, Gentami-
cin.

B Zahajend antituberkuloticka lécba
(AT) v kombinaci INH, EMB, RFA po-
nechan i doxycyklin pro pozitivitu sé-
rologie na Mycoplasma pneumonie,
kortikoterapie Medrolem (indikace
revmatologa).

B Preklad do Sanatoria Jablunkov, po
2 mésicich redukce AT lécby (INH
a RFA), kortikoterapie taktéz redu-
kovana.

B Regrese potizi, zlepSeni stavu, nor-
malizace nalezu na RTG hrudniku -
obr. 5.

ZAaveér

Prezentovali jsme ojedinélou kazuistiku
uzlinové formy TBC u mladého pa-
cienta s anti-TNFa terapii revmatoidni
artritidy. V pribéhu |écby pacient nebyl
sledovan na pfitomnost latentni formy
TBC. Po 5 letech dochazi ke zhorSeni
zdravotniho stavu, primarni bylo pode-
zfeni na maligni lymfoproliferativni one-
mocnéni (zvétSené LU). Mikrobiologické
vysetfeni sputa, vypotku i BAL na M.

KUNICKA ALERGOLOGIE A IMUNOLOGIE

Obr. 3 Vyrazna pozitivita TSPOT.TB testu (IGRA). CFP-10, ESAT-6:
specifické antigeny Mycobacterium tuberculosis, (cut off < 5 spotd),
NK: negativni kontrola, PK: pozitivni kontrola

Obr. 4 EBUS/TBNA - cilend ultrasonograficky navigovand biopsie.
UmoZiiuje zobrazeni lymfatickych uzlin (LU) o velikosti od 3 mm,
punkéni biopsii LU jiz od 5 mm - cilend cytologie, histologie, genetika,
mikrobiologie. Senzitivita 94 %, specificita 100 %. Zdroj: archiv, prim.
MUDr. G. Ondrejka, Ph.D.

tuberculosis byly negativni. Prvni pode-
zieni na TBC vyvolala silnd pozitivita
T.SPOT.TB testu. Vzhledem k tomu, Ze
se jednd o neprimy prikaz infekce TBC,
diagnosticky proces pokracoval cilenou
USG navigovanou biopsii uzliny, ktera jiz
byla pozitivni mikroskopicky, PCR i kulti-
vacné na M. tuberculosis.
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Obr. 5 RTG ndlez pred lécbou a Uprava ndlezu po antituberkulézni terapii

T VSTUPNI

Pravidelné provadéni IGRA testd KONTAKTNI UDAJE:
(T.SPOT.TB test, QuantiFERON.TB  RNDr. Andrea Ondrejkova
test) k vylouceni latentni tuberkulézy Laboratore AGEL a.s.
vyrazné pfispivda k minimalizaci rizik Laborator klinické imunologie
biologické lécby. a alergologie
Revolu¢ni 2214/35, 741 01 Novy Jicin
e-mail: andrea.ondrejkova@lab.agel.cz
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Senzitivita na potraviny -
pohyb na tenkém lede.
Stanoveni IgG protilatek
proti 287 potravinam
multiplexovou metodou FOX

Barbora Pavlikova

S narlistem poctu pacientl s gastrointestinadlnimi potizemi roste i snaha o zdokonaleni diagnos-
tickych postupl v této oblasti. Multiplexova diagnostika specifickych IgG protildtek proti rdznym
potravinovym antigendm umoziuje odhalit moznou pficinu zazivacich problémda.

Food sensitivities - walking on thin ice. Determination of IgG antibodies against 287 foods by the
FOX multiplex method.

As the number of patients with gastrointestinal problems increases, so does the effort to im-
prove diagnostic procedures in this area. Multiplex diagnostics of specific IgG antibodies against
various food antigens allows to reveal the possible cause of digestive problems.

Uvod

Zazivaci potize rlzného druhu trépi
podle poslednich prlzkumd az 80 %
dospélé populace. Prfevazné se jedna
0 obyvatele velkych mést a lidi, ktefi
jsou ve vétsi mife vystaveni stresovym
situacim. Mezi nejCastéjsi projevy po-
ruch zazivani patfi bolesti bficha, zvra-
ceni, zacpa anebo prdjem, nadymani,
pocit plnosti, paleni zadhy pripadné
syndrom drazdivého stfeva. Kromé
travicich potizi mohou byt doprovod-
nym jevem ,nesnasenlivosti” urcitych

wuwuw.agellab.cz

potravin i migrény a dalsi neurologické
problémy, deprese Ci kozni problémy.

Nejcastéjsi priCinou zazivacich potizi byva
vétsinou dietni chyba pfipadné dlouho-
dobé Spatna Zivotosprava (stres, nedo-
statek spanku, premira alkoholu, koufeni
apod.). Casté neustupujici problémy se
zazivanim bez jednoznacné identifikova-
telné pficiny mohou byt projevem zavaz-
ného onemocnéni a je proto nutné na-
vstivit odborného |ékare.
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Typy mechanismi nesnasenlivosti
potravin

Dle mechanismu puasobeni a klinickych
projevl mdzeme problémy s potravinami
(tzv. nesnasenlivost potravin) rozdélit do
nasledujicich kategorii.

® Intolerance potravin - jsou charakte-
rizovany deficitem pfislusného en-
Zymu Vv organismu. Mezi nejcastéjsi
patfi intolerance laktézy a histami-
nova intolerance. Pricinou intolerance
laktézy je nedostatek enzymu lak-
tazy, kterym je mlécny cukr Stépen.
PriCinou histaminové intolerance je
snizena funkce enzymu diaminooxi-
dazy (DAQO), ktery odbourava histamin
vV organismu.

B Alergie na potraviny - jednd se o re-
akci imunitniho systému na dany po-
travinovy alergen zprostredkovany
imunoglobuliny typu IgE. Ve vétsiné
pripadl se jedna o rychlé, nékdy i za-
vazné a zivot ohroZujici reakce pri-
chdzejici v Fadu minut az hodin po
konzumaci problémové potraviny.

B Senzitivita na potraviny - v populaci
predstavuje nejcastéjsi pficinu pro-
blémd se zazivadnim. Jednd se o re-
akci imunitniho systému na dany po-
travinovy antigen zprostrfedkovany
imunoglobuliny typu IgG. Na rozdil
od alergie se zdravotni problémy po
konzumaci dané potraviny dostavuiji
pozdéji, v Faddu dnd az tydn0.

B Zazivaci potize na autoimunitnim
podkladu - zde dochazi k tvorbé au-
toprotilatek proti bufikdm a orgdndm
télu vlastnim. Do této kategorie patif
celiakie a nespecifické strevni zanéty
(Crohnova nemoc a ulcerdzni kolitida).

Obecné plati, Ze zazZivaci a s tim souvi-
sejici dalsi zdravotni potize lze vyrazné
omezit spravnou zivotospravou a eli-
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minaci problémové potraviny z jidel-
nicku. Zatimco u celiakie a alergie je
eliminace lepku a jinych problematic-
kych potravin dozivotni, u intoleranci
a senzitivity na potraviny je vétsinou
toto omezeni docasné.

AGELLAB nabizi komplexni labora-
torni vySetfeni pro viechny vyse zmi-
nované kategorie nesnasenlivosti po-
travin. Nicméné klinicka diagnostika
zavaznych pFicin travicich potizi, jakymi
jsou autoimunitni nemoci a alergie, pa-
tfi do rukou lékard s pfislusnou odbor-
nosti.

Priciny vzniku senzitivit na potra-
viny

Nejpravdépodobnéjsi pFicinou senzitivity
na urcité potraviny mlze byt zvysena
propustnost stfevni sliznice spole¢né
s narusenou strevni mikroflérou, kdy se
do mimostrevniho prostoru dostavaji
nezadouci fragmenty z potravin. Reakci
organismu je tvorba specifickych protila-
tek typu IgG, které mizeme detekovat
laboratornim vysetienim z periferni krve.
nosti stfeva mohou byt zanét GIT (in-
fekeni) anebo nespecifické stfevni z3-
néty (Crohnova nemoc, ulcerézni
kolitida). V rémci dif. dg. je proto potfeba
tato onemocnéni vyloucit.

Laboratorni diagnostika senzitivit
na potraviny

Nové AGELLAB nabizi semikvantita-
tivni vySetfeni specifickych IgG protilé-
tek (IgG podtfidy 1-4) proti 287 potra-
vinovym antigendm ze 13 zdrojd (viz
nize) multiplexovou metodou FOX (The
food Xplorer) na nanocasticich. Vyset-
feni ale neni hrazeno ze zdravotniho

pojisténi, je uréeno pouze pro samo-
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platce. Seznam testovanych antigen(
potravin je rozdéleny do nasledujicich
kategorii.

Prehled testovanych potravin

wuwuw.agellab.cz

MLEKO A VEJCE: podmasli, camem-
bert, ementdl, gouda, syr cottage,
kravské mléko, mozzarella, parme-
zan, buvoli mléko, velbloudi mléko,
kozi syr, kozi mléko, krepelci vejce,
vajeCny bilek, vaje¢ny Zloutek, ovci
syr, ovci mléko.

MASO: kachni, hovézi, teleci, zvéfina,
kozi, jeleni, konské, kureci, krati, kra-
lici, jehnéci, pStrosi, veprfové, kanci
maso.

RYBY A MORSKE PLODY: kavidr,
Uhot, rak fi¢ni, koukol (srdcovkoviti,
jedly morsky mlz), krab, sled atlan-
ticky, kapr, ancovicka evropska, Stika
severni, treska atlantickd, Abalone
(tzv. mofské usi), humr, krevety mix,
olihen, das, treska jednoskvrnna, sti-
kozubec, slavka, chobotnice, pstruh,
Ustrfice, kreveta severni, hfebenatka,
bfitka (mofsky mlz), platys evropsky,
rejnok ostnaty, Skeble venus, losos,
sardinka evropska, pakambala (ryba),
makrela, okounik atlanticky, sépie, ja-
zyk morsky, prazma kralovska,
tundk, mecoun obecny.

OBILOVINY A SEMENA: amarant,
oves, fepka, konopné seminko, mer-
lik (quinoa), cizrna, dyfové seminko,
pohanka, slunecnicové seminko, jec-
men, slad (je¢men), Inéné seminko,
lupina seminko, ryze, proso, mak, pi-
niovy ofisek, zito, sezam, psenice,
pSenicné otruby, pseni¢ny gliadin (le-
pek), mlada pSenice (trdva), emmer
pSenice (dvou zrnitd 5palda), durum
pSenice (semolina), pSenice jed-
nozrnka, psenice Spanélska, psenice
Spalda, kukufice.

ORECHY: kesu, para ofech, pekanovy

KLUINICKA ALERGOLOGIE A IMUNOLOGIE

orech, sladky kastan, kokosové mléko,
kokosovy ofech, kola ofech, liskovy
ofech, zemni mandle, vlassky ofech,
makadamovy ofech, pistacie, mandle.
LUSTENINY: aradid, soja, ¢ocka,
bild fazole, zelené fazole, hrach, cuk-
rovy hrédsek, tamarind, mungo fa-
zole.

OVOCE: kiwi, ananas, papaja, li-
metka, citrén, vodni meloun, grapef-
ruit, mandarinka, pomeranc, meloun
cukrovy, fik, jahoda, li¢i, jablko,
mango, moruse, banan, marakuja,
datle, physalis (mochyné), merurika,
tresné, Svestka, broskev, nektarinka,
granatové jablko, hruska, angrest,
Cerveny rybiz, ostruzina, malina, be-
zinka, bor(vka, brusinka, hrozny, ro-
zinky.

ZELENINA: Salotka, cibule, porek,
Cesnek, pazitka, divoky cesnek, ce-
ler, celer nat, kien, bily chfest, bam-
busové vyhonky, mangold, Cervena
fepa, hlavkové zeli, kvétak, hlavkova
kapusta bild, r0zickovd kapusta,
kedlubna, brokolice, kvékolice (Ro-
manesco), Cervené zeli, hldvkova ka-
pusta zelend, kadefava kapusta, tu-
fin, brukev cinska (druh zeli), ¢inské
zeli, kapary, stérbak (endivie, pfi-
buznd cekance), cekanka cervena
(Radicchio), cekanka, tykev muska-
tovd, dyné hokkaido, Kiwano (druh
okurky), cuketa, okurka, artycok, mr-
kev, rukola, fenykl (bulva), bataty, fe-
ficha, olivovnik, pastinak, avokado,
fedkev, lilek, brambory, rajce, Spe-
nat, listy kopfrivy, salat polnicek.
KORENI: kopr, estragon, paprika,
kajensky pepf, chilli (Cervené), kmin,
skofice, kari, koriandr, fimsky kmin,
kurkuma, citronova trava, karda-
mon, jalovec, bobkovy list, muska-
tovy ofisek, mata, bazalka, majo-
rénka, oregano, petrzel, anyz, pepr
(Cerny, bily, zeleny, Cerveny, Zluty),
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rozmaryn, salvéj, hofcice, hrebicek,
tymian, piskavice seminka, vanilka,
Z3azZvor.

= JEDLE HOUBY: Zampiony, hrib,
liSka, penizovka sametonoha (Enoki),
hliva mackova (kralovska), hliva Us-
tFicna.

® NOVE POTRAVINY: cvréek domacdi,
baobab, aloe, kofen lopuchu vét-
Siho, aronie (Cerny jefab), svétlicovy
olej, chlorella, ginkgo, koren maky
(maca peruanska), sarance stého-
vava, tapioka, zensen, guarana,
mandlové mléko, nori fasa, chia se-
minka, kofen yakonu, spirulina, ko-
fen pampelisky, moucny cerv, fasy
wakame.

m KAVA A CAJ: ¢aj cerny, ¢aj zeleny,
kava, ibisek, jasmin, hefméanek, mata
peprna, moringa olejodarnd, kakao.

®  OSTATNI: agar, med, Aspergillus ni-
ger, chmel, pekafrské drozdi, titinovy
cukr, pivovarské drozdi, bezovy kvét,
mikrobidlni M-transglutaminaza (pfi-
datnd latka v masnych vyrobcich,
masove lepidlo), CCD (lidsky laktofe-
rin).

Princip a provedeni testu

Testovaci systém FOX (Food Xplorer)
je zaloZen na principu enzymové imu-
noanalyzy vyuZivajici pevnou fazi. Po-
travinové antigeny jsou navazany na
nanocastice, které jsou systematicky
uloZeny na pevnou fazi. Antigeny na-
vazaneé na casticich reaguji se specific-
kymi 1gG protilatkami, které se nacha-
zeji ve vzorku pacienta. Po inkubaci
a nasledném promyti postup pokra-
Cuje prfidadnim enzymem znacené de-
tekeni protilatky proti lidskému IgG,
ktera vytvofi komplex se specifickym
IgG navédzanym na Castici. Po druhém
promyvacim kroku je pfidan substrat,
ktery je enzymem zmeénén na neroz-
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Obr. 1 Testovaci kazetka (https:// www.ma-
croarraydx.com/products/fox)

Obr. 2 ImageXplorer (https://www.macroarray-
dx.com/products/systems)

Obr. 3 MAX45k (https://www.macroarraydx.
com/products/systems)

Obr. 4 Analyza vzorku

pustny zbarveny precipitat. Nakonec
je reakce mezi enzymem a substradtem
zastavena blokujicim cinidlem. Mnoz-
stvi precipitatu je umérné koncentraci
specifického IgG ve vzorku pacienta.
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Testovaci kazetka (Obr. 1) je po dokon-
ceni testu zpracovéna v zafizeni Im-
ageXplorer (Obr. 2) anebo pomoci au-
tomatického analyzatoru MultiArray
Xplorer (MAX45k) (Macro array dia-
gnostics) (Obr. 3). Pomoci hodnoticiho
softwaru Raptor MADx je provedena
automaticka analyza (Obr. 4) a vytvo-
fena zprava se shrnutim kvantitativ-
nich vysledk(. Hodnoty stanovenych
specifickych 1gG protilatek proti jed-
notlivym antigendm jsou vyjadfeny
v jednotkach pg/ml a jsou klasifikovany
do 3 kvantitativnich tfid (nizka, stfedni
a vysoka hladina IgG) (Obr. 5, 6). Cim je
vysSi hladina IgG, tim je vétsi pravdé-
podobnost nezadoucich klinickych pro-
jevd. Detekované intolerance nizsi nez
20 ug/ml jsou nizké, spiSe diagnos-
ticky nevyznamné, nédlez je nutné po-
suzovat dle anamnézy a klinického
stavu pacienta.

Obr. 5 Laboratorni zprdva: Prehled profilu IgG

000
000
000
000 000
000
Nejvyssi namérena koncentrace IgG
0-9,99 pg/ml 10-19,99 pg/ml > 20 pg/ml
000
Nizké hladina IgG Stfedni hladina IgG Vysoka hladina IgG
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K provedeni testu je mozZné pouzit
vzorky séra nebo plazmy (heparin, cit-
rat nebo EDTA) z kapildrni i zilni krve,
k provedeni analyzy je potfeba pouze
10 pl biologického materidlu.

Zaveér a diskuze

Od dnora 2021, kdy jsme poprvé za-
¢ali testovat novou metodu FOX, do
¢ervna 2022 jsme v nasi laboratofi vy-
Setfili celkem 50 pacient(. Vyznamné
vysoka hladina IgG protildtek byla za-
Znamenana zejména u vejce, kiwi, hor-
¢ice, mléka, cesneku, repky, ofechd,
pSenice, syrd a rajcete (Tab. 1). Celkem
u 3 pacientld z 50 nebyla detekovéna
vyznamné vysokd hladina IgG.

U vyznamné vysokych hladin IgG de-
tekovanych proti urcitym potravinam
(tzn. nad hladinu 20 pg/ml) vzdy dopo-
ruCujeme dané potraviny na urcitou
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Obr. 6 Ndhled laboratorni vysledkové zprdavy

Miéko a vejce

Podmasli
Camembert
Emental

Gouda

Cottage cheese
Kravské mléko
Mozzarella
Parmezan

Kravské mléko Bos d 4 * (Alfa-

2331 pg/ml @O @
27,48 pg/ml ...
23,74 pg/ml @ @@
31,43 pg/ml ...
30,71 pg/ml ...
28,43 yg/ml @ @@
28,13 pg/ml @ @@
23,83 pg/ml @ @@

13,51 pg/ml

Kravské mléko Bos d 8 * (Kasein)
Buvoli mléko

Velbloudi mléko

Kozi syr

Kozi mléko

Krepelci vejce

Vajecny bilek

Vajecny Zloutek

29,69 yg/ml @@ @
24,94 pg/mi @ @@
<5,00 pg/ml @

13,91 pg/ml

30,53 po/ml @ @@
< 5,00 pg/ml .
21,59 pg/ml @@ @

16,70 pg/ml

-Laktalbumin)

Kravské mléko Bos d 5 * (Beta-
-Laktoglobulin)

24,02 po/ml @O@

Maso

Kachni maso < 5,00 pg/ml o
Hovézi maso < 5,00 pg/ml .
Teleci maso <£5,00 pg/ml .
Zvéina <5,00 pg/ml @
Kozi maso £5,00 pg/ml .

dobu eliminovat z jidelnicku. Tyto po-
traviny mohou byt méné tolerovany
a zpUsobovat zaZivaci potiZze. U senzi-
tivity na potraviny je vétSinou toto
omezeni docasné. Proto je tak dlezita
pestrost skladby pfijimanych potravin
a s tim souvisejici zdravy mikrobiom
spolu s pfisunem probiotik a prebiotik.
V&e souvisi s tim, jak moc mame naru-
senou bariéru stfevni sliznice (tzv.
druhy mozek). Velmi ddlezité je vyvaro-
vat se jednoznacnym spoustécim za-
nétu ve streveé, které zvysuji propust-
nost stfevni sliznice (stres, alkohol,
léky, hormony, antibiotika, kortikoidy,
pFejidani, Spatné slozeni stravy apod.).

Pfiznaky potravinovych senzitivit se
¢asto objevuji pozdéji a nékdy neni
lehké si uvédomit spousStéci mechanis-
mus, proto stanoveni FOX m(Ze po-
moci odhalit nékdy nejasné pficiny
zdravotnich problémd.

INLAB - ODBORNY CASOPIS SiTE LABORATORI AGELLAB - IV / 2022

ovef syr 23,25 po/ml @ @@
Ovei miéko 30,85 pg/ml @ @@
Kufeci maso < 5,00 pg/ml @
Kriti maso <5,00 pg/ml @
Kralici maso <5,00 pg/mi @

Jehnci maso <5,00 pg/mi @

Pstrosi maso < 5,00 pg/ml o

Tab. 1 Cetnost vyskytu vyznamné vysoké hladi-
ny IgG protilatek proti urcitym potravindm

Potraviny C?tnost
vyskytu

vejce 33

Kiwi 28
horcice 23
mléko 23
tesnek 21
fepka 19
mandle 13
kesu 12
pSenice 11

syry 11

rajce 10
masoveé lepidlo 8
dynové seminko 7
arasidy 7

para ofechy 6
vlasské ofechy 5
liskové orechy 5
ananas 5

wuwuw.agellab.cz
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Herpetické viry u pacientu
s tézkym prubéhem
onemocneni covid-I9

Ondrej Jurena

V souvislosti s vyskytem nového typu koronaviru, ktery se ndsledné stal pricinou vzniku ce-
losvétové pandemie, se odbornici zacali zabyvat nejen plvodcem tohoto onemocnéni, ale
také dalSimi agens, kterd byla u pacientl s covid-19 detekovana. Odborna verejnost zazna-
menala predevsim zvyseny zdchyt herpetickych vir(, a to z rGznych biologickych materiald,
¢asto ve vysoké kvantité. Tato indicie se stala pfredmétem zkoumani souboru pacientl s in-
fekci covid-19, hospitalizovanych od prosince 2020 do dubna 2021 na oddélenich ARO a JIP
v Nemocnicich AGEL Prostéjov a Prerov.

Herpes viruses in patients with a severe course of the covid-19 disease

In connection with the occurence of a new type of coronavirus, which subsequently became
the cause of a global pandemic, experts began to look not only at the causative agent of
this disease, but also at other agents that were detected in patients with Covid-19. The
expert community noticed above all an increased capture of herpesviruses, from various
biological materials, often in high quantities. This clue became the subject of research of
a group of patients with Covid-19 infection, hospitalized from december 2020 to april 2021
in the ARO and JIP of AGEL Hospitals Prostéjov and Prerov.

Klicova slova:  Herpetické viry Obr. 1 Struktura herpetického viru (7)
herpetické viry
covid-19 L . e i - b
Hsv.1  Herpetické viry jsou skupinou vird patfici i
RT-PCR  do Celedi Herpesviridae. Pro tyto viry je Capsid
pneumonitida L .y Los .
typické dlouhodobé pretrvavani (latence) ——
v infikovaném organismu s naslednou re- i
Key words:  aktivaci, a to pfedevsim u osob s oslabe-
Tegument

herpes viruses  NOU imunitou. V soufasnosti je zndmo
COL‘;}? osm lidskych herpesvir(l zp@sobijicich ce-
RT.PcR lOU Ffadu onemocnéni (1). Patfi sem Her-

pneumonitis  pes simplex virus 1 (HSV-1), Herpes sim-
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plex virus 2 (HSV-2), Varicella zoster virus
(V2V), Epstein-Barr virus (EBV), Cytome-
galovirus (CMV), a lidské herpesviry 6, 7
a 8 (HHV 6-8) (2). ZjednoduSena struktura
herpetického viru je znadzornéna na obr. ¢.
1.

Varicella zoster virus je znam pfedevsim
jako plvodce planych nestovic (varicella)
3 pasového oparu (herpes zoster). Pfi
primarni nakaze v organismu vznika viré-
mie s naslednym rozsifenim agens do
bunék pokozky, kde dochazi k vysevu
charakteristické vyrazky. Po odeznéni
varicelly virus zGstdva latentni v gangli-
ich nervovych bunék. Reaktivace VZV je
nejcastéji manifestovana jako herpes zo-
ster, u imunokompromitovanych paci-
entd mdze vyustit v diseminovanou vis-
ceralni infekci. (3)

Primarni cytomegalovirova infekce ma
vétsinou bezpfiznakovy pribéh, zatimco
reaktivace latentniho onemocnéni mdze
zplsobovat zivot ohrozujici stavy prede-
vsim u oslabenych osob. Je prokazano,
7ze virus zpUsobuje oportunni infekce
u pacientl po transplantacich & u HIV+

Tab. 1 Rozdily mezi HSV-1 a HSV-2

KLUINICKA MIKROBIOLOGIE

jedinc; mozné jsou také infekce plodu.
Klinickou manifestaci reaktivaci muaze
byt lymfadenitida, pneumonitida nebo
napfiklad encefalitida. (4)

Herpes simplex virus se vyskytuje ve
dvou sérotypech, a to HSV-1 a HSV-2.
Herpes simplex virus 1 primarné posti-
huje oralni sliznici, Herpes simplex virus
2 ma vyssi afinitu ke sliznici genitalni. (2)
Nékteré rozdily mezi HSV-1 a HSV-2
jsou shrnuty v tabulce €. 1.

Herpesviridae patfi mezi virové Celedi,
u kterych je k dispozici specificka virosta-
ticka terapie. V pripadé lécby HSV je nej-
Castéji pouzivdn acyclovir. Stejné jako
v pfipadeé antibiotik, je i u antivirové tera-
pie v posledni dobé pozorovan casty
vznik rezistence. (5)

Casta pozitivita PCR herpetickych
vird

U pacientd s onemocnénim Covid-19
byla pomoci RT-PCR zjisténa zvysena
pozitivita nékterych herpetickych virg,
klinickou manifestaci této superinfekce

HSV-1 HSV-2
Séroprevalence 70-80 % 15-50 %
Prenos Sliny, sekrety Pohlavni styk, vertikalné
Gingivostomatitida Herpes genitalis
Primarni infekce Keratokonjuktivitida Neonatalni herpes
Hemoragicko - nekroticka encefalitida Encefalitida
Herpes labialis Rekurentni herpes genitalis
Pneumonitida Pneumonitida
Reaktice
Hepatitida Hepatitida
Ezofagitida Ezofagitida
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byla pneumonitida. Nasledné deskrip-
tivni studii bylo podrobeno 126 paci-
entd hospitalizovanych v rozmezi 1.12.
2020 do 30.4. 2021 na jednotkach in-
tenzivni péCe Nemocnice AGEL Prosté-
jov a Nemocnice AGEL Prerov. U paci-
entd byl dle indikace proveden pfimy
prikaz vybranych herpetickych virQ
(HSV-1, HSV-2, VZV a CMV) z vytéru
z nosohltanu. V pfipadé HSV-1 a HSV-2
byla déle také provedena kvantifikace
amplifika¢niho produktu.

U 126 pacient bylo detekovéno 56 po-
zitivnich zachytl v rdmci celedi Herpe-
sviridae. Nejvétsi ¢ast pozitivit herpetic-
kych virG byla tvorfena HSV-1, a to 51
pfipadld (90 %). Dalsi herpetické viry byly
zastoupeny minimalné - CMV - 3 pozi-
tivni detekce, HSV-2 - 1 pozitivni de-
tekce a VZV také pouze 1 pozitivni pfi-
pad - graf ¢.1.

Kvantifikace HSV-I/2

Kvantifikace HSV-1 byla provedena
u vsech 51 HSV-1 pozitivnich vzork.
Nejvyssi namérena a vypocitana kon-
centrace HSV-1 z nasi série vzorkd
byla 2,72 x 107 kopii/ml. Primérna
nameérend koncentrace byla 9,78 x
107 kopii/ml, hodnota medidnu 3,52
x 10% kopii/ml. Cetnost jednotlivych
nameérfenych kvantit (koncentraci) je
zobrazena v grafu ¢. 2.

Tab. 2 Porovndni letality vybranych skupin pacienti

Graf 1 Cetnost zastoupeni jednotlivych
herpetickych vira

M Pozitivni M Negativni Bl HSV-1 HSV-2
CMV m vzv

Graf 2 RozloZeni namérenych koncentraci
HSV-1 (kopie/ml) z vytérd z nosohltanu

=10e0-10e1 ® 10e1-10e2 = 10e2-10e3 = 10e3-10e4 = 10e4-10e5 = 10e5-10e6
=10e6-10e7 ® 10e7-10e8 = 10e8-10e9 = 10e8-10e9

Pocet vzorkd

Koncentrace HSV-1 v kopie/ml

HSV-I/2, acyklovir a letalita

Dalsim cilem studie bylo zjednodusené
vyhodnotit, jakym zplsobem prokazand
pozitivita HSV-1/2 ovliviiuje letalitu paci-
entl s covid-19 a jakou roli v této pro-
blematice hraje v€asné podani cilené an-
tivirové lé¢by - acykloviru.

Hrubd mira smrtnosti u pacientd s pozi-
tivitou HSV-1/2 méla hodnotu 62,7 %.

Posuzovana kohorta pacientd Pocet pacientl Pocet amrti Letalita (%)
VSichni hospitalizovani pacien-
3 ARDX/PR 6d 1 12, 2020 do 297 124 418
30. 4. 2021 s covid-19
HSV-1/2 pozitivni pacienti 51 32 62,7
INLAB - ODBORNY CASOPIS SIiTE LABORATORI AGELLAB - IV / 2022 wwuw.agellab.cz
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Tab. 3 Zjednodusené srovndni efektu terapie acyclovirem

Acyklovir Pocet pacientd Pocet amrti Letalita (%)
+ 24 18 75 %
- 27 15 55,6 %
V porovnani s celkovou letalitou paci- entq,

entld s covid-19 na definovanych oddéle-
nich, ktera méla hodnotu 41,8 %, Slo
o navyseni letality o 20,9 %.

Pro posouzeni efektu |é¢by herpetickych
infekci acyklovirem ve vztahu k letalité
byli porovnani pacienti s prokdzanou re-
aktivaci HSV-1/2, u kterych byl acyklovir
podan, a pacienti s prokazanou reakti-
vaci HSV-1/2, u kterych acyklovir nebyl
zvolen do terapie. Z 51 HSV-1/2 pozitiv-
nich pacientd byl acyklovir indikovan
u 24 pacientd. V tab. ¢ 3 je porovnana
letalita pacient( s prokdzanou reaktivaci
HSV-1/2, u kterych byla indikovéna |é¢ba
antiherpetickym preparatem, s pacienty,
u kterych acyklovir poddn nebyl. Z vy-
sledk( plyne, ze podéani acykloviru HSV-
1/2 pozitivnim pacientdm nevedlo ke
snizeni letality.

Zavérem

Vysoké procento pozitivit, predevsim
v pfipadé HSV-1, mize mit nékolik dd-
vodu:

B jednd se o starsi pacienty, primeérny
vék testované kohorty je 67,4 let,

B U vSech pacient( pozorujeme vysoky
vyskyt komorbidit (kardiovaskularni ci
onkologické onemocnéni, autoimu-
nitni choroby, diabetes mellitus, me-
tabolicky syndrom, obezita a;j....),

m pacientdm s covid-19 je vstupné po-
ddvana nespecifickd antivirova imu-
nosupresivni |é¢ba v podobé intra-
venodznich kortikosteroidd,

B fizend plicni ventilace u vétSiny paci-

wuwuw.agellab.cz

m vysokd séroprevalence primarnich
herpetickych infekci v populaci.

Za reaktivaci herpetickych virG stoji slo-
Zitd molekularni kaskada, jejimz spous-
técim mechanismem mohou byt trivialni
etiologické principy jako vystaveni UV
paprskdm, hormonalni vlivy, nebo psy-
chologicky stres. U téZzce nemocnych
pacientl pak hraje ddlezitou roli imuno-
suprese a febrilie, a to zvlasté u diagnoz
jako pneumonie, ARDS a meningitida.

®)

VySSi hodnota pozorované letality ne-
musi souviset pouze se zminénou supe-
rinfekci herpetickymi viry, ale také se zé-
vaznym klinickym stavem a Spatnou
prognoézou imunodeficientnich pacientd.
Je vdak mozné vyvodit, Ze pravé koin-
fekce/superinfekce herpetickymi viry je
jednim z indikdtord fatalniho stavu
pacient( s infekci covid-19.

Z vysledk(d souvisejicich s podanim acy-
kloviru HSV-1/2 pozitivhim pacientdm
plyne pomérné prekvapivy zavér, Ze
i v pfipadé vcasného zahdjeni [éCby ne-
pozorujeme snizeni letality, ale naopak
jeji zvyseni. Tato zvySend letalita mGze
vsak byt odrazem celkové velmi zavaz-
ného klinického stavu konkrétnich posu-
zovanych pacientl nejen s rozsahlym
postizenim plic, ale i dalSich organd, kdy
ani adekvatni antiherpeticka terapie ne-
pomohla zvratit fatalni stav.
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Molekularni diagnostika
virového onemocneni covid-I9
v laboratorni praxi

Barbora Macuchova, Hana Bilkova Frankova

V roce 2019 se v Ciné objevil novy koronavirus, piibuzny viru SARS, zplsobuijici respira¢ni one-
mocnéni az vazné plicni pneumonie. Virus byl nazvan SARS-CoV-2 a pro jeho senzitivni a specific-
kou diagnostiku byla vyuzivédna metoda RT-PCR. Metoda je zavisld na spravném provedeni od-
béru, vysoce kvalifikovaném laboratornim persondlu a zodpovédné interpretaci vysledkd. Clanek
popisuje cestu vzorku z odbérového mista az po vydani vysledkd a ukazuje kritické faze celého
procesu.

Molecular diagnostics of the viral disease covid-19 in laboratory practice

In 2019, a new coronavirus appeared in China, a relative of the SARS virus, causing respiratory
disease up to severe lung pneumonia. The virus was named SARS-CoV-2 and the RT-PCR method
was used for its sensitive and specific diagnosis. The method depends on the correct sampling,
highly qualified laboratory personnel and responsible interpretation of the results. The article
describes the path of the sample from the collection point to the release of the results and

shows the critical stages of the entire process.

Uvod

Virus SARS-CoV-2 se za ¢tyfi mésice od
svého prvniho popsani rozsifil prakticky
po celé planeté a vyvolal pandemii, kterd
trvd v nékterych zemich i v soucasné
dobé. Onemocnéni virem se projevuje
symptomy jako je kaSel, horecka, bolest
v krku, bolest svald, ztrdta cichu, bolest
hlavy a v krku. Onemocnéni mdze prejit
do akutni plicni nedostate¢nosti a po-
stihovat také dalsi organy. (1) Rychlé
rozsifeni viru bylo vyzvou pro vytvoreni

wuwuw.agellab.cz

rychlé, specifické a senzitivni diagnos-
tiky, jejimz zlatym standardem stéle z0-
stava real-time RT-PCR (polymerazova
fetézova reakce s reverzni transkripci).
Pro rychlou diagnostiku s vysledkem do
desitek minut je mozné vyuzit antigenni
testy, které ale maji nizsi senzitivitu.
Konfirmace vysledku antigenniho testu
neni jiz nutné konfirmovat pomoci PCR,
ale stéle je vhodné vyuzit PCR testu pro
ovéfeni. Na provedeni tohoto testu je
potfeba zadanky od |ékare, pfipadné si
test zaplatit jako samoplatce (2).
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Preanalyticka faze

Dilezitym bodem v diagnostice SARS-
-CoV-2 je preanalyticka faze, tedy odbér
vzorku a jeho nasledné uchovavani pfi
transportu do laboratore. Podle doporu-
brat vzorek ze spravné lokality (nos, krk,
trachealni trubice), pouzit pro odbér
standardizovany material a odbér zby-
tecné neuspéchat (je doporuceno drzet
odbérovy tampon na misté par sekund
a nékolikrat jej protocit). Po odbéru je
nutné vzorek umistit do VIM - trans-
portniho média pro viry (3). Lze pouzit
také UTM - univerzalni transportni mé-
dium, které je vhodné i pro odbér na
PCR vysetreni pro chfipku, RSV, Chlamy-
dia pneumoniae, Mycoplasma pneumo-
nige a jiné plvodce respira¢nich one-
mocnéni (4,5).

Pro pocatecni faze onemocnéni je dopo-
ruceno odebrat vzorky z hornich cest dy-
chacich. Spole¢ny odbér z nasofaryngu
a orofaryngu zvysuje senzitivitu vyset-
feni. Oba odbérové tampony je mozné
umistit do spole¢né zkumavky s trans-
portnim médiem. Pro zvySeni komfortu
testovani byly také pouzity odbéry ze
slin. Pro pozdéjsi féze onemocnéni nebo
v pfipadech kdy je pacient SARS-CoV-2
negativni i pres klinické pfiznaky, jsou
vhodnéjsi vzorky z dolnich cest dycha-
cich - sputa, endotrachealni aspirdt
nebo bronchoalveolarni lavaz. (6).

Vzorky by mély dorazit do laboratofe co
nejdrive po odebrani a mély by byt pfe-
pravovany pfi teploté 2—8 °C (WHO,
¢ast preanalytické faze. Pokud nedo-
chazi k extrémnim vykyvdm teplot (nad
37 °0), jsou vzorky schopny vydrzet pfi
pokojové teploté az 5 dni, ackoliv chla-
zeni vzorkd v lednici zajistuje vyssi re-
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produkovatelnost vysledkd. U vzorkd
s malou virovou naloZzi (asymptomaticti
pacienti, zacatek/konec onemocnéni) je
nejkritictéjsi praveé samotny odbeér, ktery
pfi nespravném provedeni generuje fa-
leSné negativni vysledky (7, 8).

Analyticka faze

Nejvétsi vliv na vysledek RT-PCR ana-
lyzy mad samotna extrakce nukleovych
kyselin viru - jejich kvalita a kvantita.
Nejcastéji interferuje DNA a proteiny,
které se izoluji spolu s RNA a snizuji
efektivitu reakce. Zvoleni vhodné ex-
trakeni procedury je klicové pro ziskani
kvalitnich vysledkd. MizZeme se setkat
se dvéma hlavnimi pfistupy — extrakce
na kolonkach a extrakce s pomoci mag-
netickych &astic. Oba pfistupy je mozné
automatizovat, ale rozsifengjsi jsou au-
tomaty na principu magnetickych ¢astic,
které zvlddnou izolovat 96 vzork( v Fadu
desitek minut.

Metoda spocivd ve smichani pacient-
ského vzorku s lyza¢nim roztokem. Pro
velkokapacitni testovani se vyuziva for-
mat 96 jamkové desticky, kde se sou-
bézné izoluje 94 pacientskych vzorkd,
negativni kontrola a pozitivni kontrola.
Lyzacni roztok obsahuje latky porusujici
virové obaly pro uvolnéni nukleové kyse-
liny a také proteiny, které denaturuji
RNa&zy - enzymy degradujici RNA. Lyzat
je nasledné obohacen o magnetické ¢as-
tice, které jsou uchovavany v roztoku
ethanolu. Za stdlého promichavani na
magnetické ¢astice adsorbuje RNA a po
dostatecné inkubaci je celd deska prene-
sena na magneticky podstavec, ktery
stahne magnetické ¢astice ke dnu, aby
bylo moZné odsat zbytek lyzatu. Castice
jsou nékolikradt promyty roztokem etha-
nolu, a nakonec je RNA eluovana do PCR
vody bez RNaz. (9)
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V pribéhu extrakce se mohou do vzorku
RNA dostat také kontaminanty jako je
ethanol, fenol, soli a zbytky magnetic-
kych &astic - vSechny tyto latky narusuji
pribéh reakce. V takovém pripadé je
vzorek nutné izolovat znovu. (5).

Molekularni diagnostika - detekce
nukleovych kyselin

SARS-CoV-2 je obaleny, jednovlaknovy
RNA virus s pozitivni polaritou a rela-
tivné velkym genomem (30 kb). Cile RT-
-PCR analyzy jsou nejcastéji geny pro
ORF1ab, nukleokapsid (N), obal (E), RNA-
-dependentni RNA polymeraza (RdRp)
3 spike (S), na které jsou designované
primery. V prvnich publikacich byl pro od-
vozeni primerd na SARS-CoV-2 pouZit
gen S, protoze byl specificky pro tento
konkrétni typ koronaviru a nesdilel po-
dobnost s geny jinych lidskych korona-
virG (10). Primery pro ORF1ab, N a RdRp
maji vySsi senzitivitu a specifitu nez
S a E, které se pouzivaji pro obecngjsi
screening a v analyze jsou vzdy doplnény
jednim z prvnich tfi jmenovanych (11).
CDC doporucuje vyuzivat primery pro N
gen (N1 a N2), zatimco WHO doporucuje
kombinaci primerd pro RdRp spolu s E.
Ackoliv se jednd o variabilni regiony, neni
tim zasaZzena citlivost primer( prévé
kvCli pouziti dvou rlznych gen( pro de-
tekci pfitomnosti SARS-CoV-2. Je vSak
stale nutné sledovat nové varianty viry,
protoze ¢asem mudze dojit k natolik vy-
znamné mutaci, Ze ovlivni navazovani
primerd. (12). WHO také doporucuje pou-
Ziti primerC pro gen S, ktery kéduje povr-
chovy spike protein, zodpovédny za na-
vazani viru na receptory bunék. Jedna se
o intenzivhé mutujici region v genomu,
a pravé primery na jednotlivé mutace
umoznily pouziti diskrimina¢ni PCR pro
rozliseni jednotlivych variant koronaviru.
(13).
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rRT-PCR je doslovné polymerdzova reté-
zova reakce s reverzni transkripci v real-
ném case. Reverzni transkripce je pro-
ces, kdy se RNA viru prepisuje do cDNA,
protoze DNA polymeraza potrebuje jako
templat dvouvldknovou nukleovou kyse-
linu. Diagnostické kity na vétSinu RNA
vir kombinuji reverzni transkripci spolu
se samotnou polymerazovou Fetézovou
reakci. Transkripce trvd obvykle 10—20
minut, zatimco PCR 60—120 min, Cas je
u kazdého vyrobce odlisny. (14, 15).

Vysledek je odecten pomoci amplifikacni
krivky kdy, pokud je vzorek pozitivni,
s kazdym cyklem reakce roste také fluo-
rescence vzorku snimand pfistrojem.
V pfipadé negativity je pfitomna pouze
amplifika¢ni kfivka pro interni kontroluy,
kterd se do reakce pridava pro kontrolu
izolace a inhibice. V pfipadé nepfitom-
nosti interni kontroly je nutné analyzu
opakovat a pokud nevyjde ani poté, je
tfeba znovu odebrat vzorek pacienta.
Pozitivni vzorky by mély mit Ct (cyklus
reakce ve kterém se fluorescence zvysila
natolik, Ze vzorek proSel pres threshold)
40. Vzorky s Ct nad 40 jsou povaZzovany
za negativni, pokud nejsou znamy blizsi
okolnosti ohledné pacienta (nemocny
Clen rodiny, diagnostické pfiznaky).
Vzorky s Ct mezi 37—40 se také obvykle
testuji podruhé, v pfipadé Ze i podruhé
vyjdou stejné, opét se doporucuje opé-
tovné odebrani vzorku. Rozpor mezi vy-
robci (negativni vysledek nad Ct 40, ide-
alni je i takové vzorky opakované
testovat) a doporu¢enim MZ CR (nega-
tivni vysledek nad Ct 35 pfi splnéni urci-
tych podminek) ved| k tomu, Ze vétsina

laboratofi pfistoupila k jisté ,stfedni

!

cesté” a doslo k vytvofeni internich ma-
nudld upravujicich postup pfi nejasném
vysledku testu. PFi nastavovani thre-
sholdu (prahova hodnota, pfi které sig-

nal ze vzorku vystoupa nad méfeny sum)
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je nutné vzit do Uvahy také aktudlni epi-
demiologickou situaci. V pfipadé mohut-
ného rozsifeni nemoci budou pravdépo-
dobné pozitivni i vzorky s vysokym Ct,
zatimco v dobé malého rozSifeni by
meély byt Ct hodnoty nizsi. (5).

Ct a virova naloz

Data naznacuji, Ze virova naloz je u paci-
enta nejvyssi v dobé ndstupu symptom0
a klesa jeden az tfi tydny. Obecné po
dvou tydnech (prdmérné po 14,5 dnech)
od nastupu symptom0 bychom jiz ve
vzorcich z hornich cest dychacich neméli
detekovat pfitomnost virové RNA, acko-
liv toto je u kazdého pacienta individu-
alni. Ve vzorcich z dolnich cest je mozné
RNA viru detekovat o néco déle (15,5
dne), jelikoz pik virémie pfichazi pozdéji
a virus zde preziva déle. Vztah mezi viro-
vou nalozi, infekénosti a detekovatel-
nosti SARS-CoV-2 neni plné objasnén,
jelikoz pFitomnost virové RNA jesté ne-
znamena pfitomnost Zivého viru. Studie
ukazuji, Ze covidovi pacienti mohou byt
infekeni jeden az tfi dny pfed nastupem
pfiznakd a Zivotaschopny virus byl izolo-
van ze vzork( pacientl az Sest dni pred
nastupem pfiznak(. Nékteré studie do-
konce uvadéji izolaci viru i po 18 dnech.
Virové naloze u symptomatickych
a asymptomatickych pacientd se pfilis
nelisi, ale je slozité odlisit, jestli doSlo
k ndkaze pre-symptomatickym nebo
asymptomatickym ¢lovékem (16). Do-
poruc¢eni ohledné izolace pozitivnich
se rGzni — WHO doporucuje 10 dni po
pozitivnim testu bez ohledu na to, zda
ma cloveék priznaky (17). CDC doporu-
Cuje 5 dni izolace a minimalné dalsich 5
dni striktniho noenf respirdtoru a v CR
je doba izolace 7 dni po pozitivhim testu.
Po rozsifeni varianty Omikron se izolac¢ni
doby zkratily, protoZe nejcastéji docha-
zelo k nakaze 1—2 dny pfed symptomy
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a 2—3 dny po nich (https://www.cdc.
gov/media/releases/2021/s1227-iso-
lation-quarantine-guidance.html,
https://www.who.int/news-room/
guestions-and-answers/item/coronavi-
rus-disease-covid-19-home-care-for-fa-
milies-and-caregivers https://covid.gov.
cz/situace/onemocneni-obecne-o-opat-
renich/izolace).

Virova naloz je spjata s hodnotou Ct, ale
v kvalitativnim rozliSeni reakce (tzn. ne-
mame v kazdé reakci pfesny kalibrator)
vypovidd o kvantité pouze orientacné.
Bez dalsich souvislosti a informaci ne-
mU0Zeme povazovat Ct hodnotu za roz-
hoduijici faktor pro urceni skutecné pozi-
tivity ¢i negativity). Vysoké hodnoty Ct
(nad 35) jsou odrazem mnozstvi viru vy-
izolovaného ze vzorku odebraného v ur-
¢itém momentu. MU0Zze se jednat jak
0 zacatek onemocnéni, tak o jeho konec
a také nemdzeme vyloucit chybu pfi od-
béru nebo samotném zpracovani. Za
pravdépodobné neinfekéni mohou byt
povazovani pacienti s Ct nad 35 pouze
pokud jim byla jiz dfive prokazéna poziti-
vita na covid (s odstupem max. 1 mésic),
maji pozitivni nalez 1gG protildtek na co-
vid, nejsou v riziku reinfekce a nejsou
imunitné kompromitovani.

https://ppo.mzcr.cz/upload/files/narod-
ni-strategie-testovani-onemocneni-covi-
d-19-a-ostatni-dokumenty-komentar-k-
-interpretaci-slabe-pozitivnich-nalezu-
-metodou-pcr-s-vysokymi-hodnotami-ct-
-6061f4519a6d3.pdf

V prosinci lonského roku se objevila vari-
anta Omikron a vytlacila vsechny ostatni
cirkulujici varianty v populaci. Pribylo
nakazenych ockovanych pacientl oproti
varianté Delta, ale tito lidé nebyli tak
¢asto hospitalizovani na jednotkach in-
tenzivhi péce a nemoci nepodléhali.
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Obr. 1 Surovd data po ukonceni RT-PCR analyzy covidu na 5 fluorescencnich kandlech. V kazdé ana-
lyze je mozZné pustit aZ 94 vzorkl a k nim dvé kontroly - pozitivni a negativni. Na obrdzku jsou data

v linedrnim mdédu, pro samotné vyhodnoceni se spiSe vyuZiva logaritmicky mad.

aunes

Obr. 2 Pohled na jednotlivé fluorescencni kandly, na kterych je vyvhodnocovdna pozitivita vzorku,
pripadné mutace. Kandl FAM a HEX slouZi pro urceni pozitivity a odecteni Ct hodnot pro vzorky.
Kandl Texas Red detekuje pfitomnosti mutace Y505H typickou pro variantu Omikron (obé verze, jak
BA.1 tak BA.2) a kandl Cy5.5 pritomnost (v dnesnich dnech jiZz nerozsifené) mutace L452R varianty
delta. Pri detekci mutace L452R dochdzi k ndrdstu signdlu také v kandlu Texas Red, proto je pred

odectem z kandlu Texas Red nutné nejdrive odfiltrovat vzorky pozitivni v kandlu Cy5.5.
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Obr. 3 Pdty fluorescenéni kandl Cy5 je vyhrazen interni kontrole (IC) izolace. Ta musi vyjit u vSech
negativnich vzorkd, u pozitivnich byvd deformovand. Deformace nebo nepritomnost IC u negativniho
vzorku je ddvod k opétovné izolaci a re-analyze vzorku. Pokud se ani po druhé neprokdZe presvéd-
Civé pozitivita nebo negativita s dobrou interni kontrolou, je vyZadovan novy odbér od pacienta

z ddvodu pritomnosti inhibitord ve vzorku. Pri odbérech slin je ¢asta inhibice z divodu nedodrZeni
podminek pred samotnych odbérem (konzumace potravin, ndpojd, koureni nebo kloktdni).
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Obr. 4 Pouziti aditiva DB-1244 COVID-19 Additive 5:L452R|E484K, kde na kandlu Texas Red
detekujeme mutaci E484K, pripadné pozitivni L452R. Na zaédtku tohoto roku se zacaly objevovat
vzorky, kde se s pomoci této soupravy mutace urcit nedala. Byly to prvni pripady varianty Omikron,
kterd béhem pdr tydna previddia.
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Obr. 5 Rychly ndstup prevahy varianty omikron. Analyza Obr. 4 probéhla 3.1. 2022 a analyza Obr. 5
21.1. 2022. Omikron se udrZuje jako previddajici varianta a na detailnéjsich diskriminacnich PCR je
mozZné rozlisit varianty BA.1 a BA.2. Vétsina vzorkd, u kterych nevyjde mutace Y505H v prvni RT-P-

CR reakci, jsou pozdéji identifikovany jako BA.2.

Obr. 6 Ockovani nakaZeni omikronem maji relativné vysoké Ct hodnoty, bez ohledu na pocet ddvek
vakciny.
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Obr. 7 Pacient s druhou ddvkou vakciny (17. 6. 2021), Ct hodnoty po infekci variantou Delta (14. 10.
2021) a Omikronem (28. 2. 2022). Ct hodnoty se vyrazné nelisi.

nnnnnnnnnn

Wrooek & 4 packend s 2 davhoenl vakoing
(DA} G2 FAM 28,90 HEX 27,30,
v Dea

Vrolk &, 4 pansent & 9 oo vakaing
(D202 1) Cr FAM 3620 HEX 2488,
Dimitron

¥
H

Nebyl prokdzan vyznamny rozdil v Ct
hodnotdch mezi jednotlivymi variantami
mezi ockovanymi a neockovanymi. U va-
rianty Delta byl mens&i zachyt viabilniho
viru ze vzork( u pacientl s boosterem,
zatimco u Omikronu neméla vakcinace
na zachyt infekeniho viru vliv (17).

VétSina laboratofi pfi interpretaci vy-
sledkd z analyzy vsechny tyto informace
0 pacientovi nem3d, proto ke vsem vzor-
kdm s hodnotami Ct mezi 35—40 pfistu-
puji obezretné a Casto pfihlizeji k dopli-
kovym informacim na zadankdch od
|ékard. Je vSak nutné mit na paméti, ze
pri kvantu vzorkd, které byly zpracova-
vany na vrcholu covidovych vin je ne-
mozné se kazdému vzorku vénovat do-
podrobna. V nasi laboratofi jsme zpracovali
maximalné témeér 5 000 vzorkd za den.

Prilohy - RT-PCR v praxi

Na vsech vyobrazenych fotkach z reél-
nych analyz je pouzit PCR kit Ceské firmy
DIANA Biotechnologies s.ro. (https://
www.dianabiotech.com/), konkrétné sou-
prava DB-1211 covid-19 Multiplex RT-
-PCR Kit v kombinaci s pfislusnymi aditivy,
cozZ jsou primery pro detekci mutaci. Vel-
kou vyhodou tohoto kitu je moznost de-
tekovat kromé genl pro RdRp a Spike
také alespof dvé mutace, v zavislosti na
pfidaném aditivu (E484K - Jihoafricka
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mutace, L452R - delta, Y505H - omik-
ron).

Zaveér

Za dva roky souziti s covidem-19 byl vy-
vinut unikdtni systém analyzy, kde je
dbano na kvalitu ve vsech krocich zpra-
covani vzorkd. Pro spravny vysledek je
dllezita celd cesta vzorku - od odbéru
az po samotné vyhodnoceni. Naprosto
kritickou fazi je prévé odbér vzorku, ktery
je ovlivnén i samotnym pacientem. Ob-
zvlasté odbéry slin jsou na jakoukoliv
konzumaci napojd, jidel nebo koureni
velmi citlivé, a v pfipadé ze pacient nedo-
drzi podminky pred odbérem, pak do-
chazi k znehodnoceni vzorku a laborator
ho neni schopna vysSetfit. Pokud planu-
jeme test na covid-19 pfed cestou do
zahranici, je nutné dbat vSech pokyn(
odbérového mista.

Ackoliv pandemie onemocnéni SARS-
-CoV-2 slabne, je tfeba mit neustale na
pameéti, s jakou rychlosti se toto one-
mocnéni bylo schopno Sifit a mutovat.
Pres vsechno zlé nam pandemie ukazala
silu molekularné biologickych vysetreni,
které se za ten kratky ¢as posunuly
k prakticky plné automatizaci, a diky
tomu bylo mozné zpracovavat najednou
tisice vzorkd v krétkém case. Laboratore
velmi rychle reagovaly a presly od rucni
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izolace k nizkokapacitnim izoldtorCim,
k automatlm az ve finalni fazi se uka-
zala jako nejlepsi cesta kombinace auto-
matickych pipetor( s vysokokapacitnimi
izoladtory. Rychlé reakce vyrobcl kit za-
jistily dobry prehled laboratofi o cirkuluji-
cich mutacich a jejich rozsifeni. Po této
zkuSenosti se také zvysilo povédomi ve-
fejnosti o molekularné diagnostickych
metodach a o praci v klinickych laborato-
fich, bez kterych by nebylo mozné toto
onemocnéni sledovat.

KONTAKTNI UDAJE:
Mgr. Barbora Macuchova
Laboratore AGEL a.s.

Podékovani

Obrazky z analyz pochazi ze spole¢nosti
skupiny laboratofi Agellab.

Podékovani patfi vsem, co se podileli na
testovani, laborantlim, fidi¢dm, sanita-
rim, dodavatellim, odbornym pracovni-
kam, brigddnikim a odbérovym pracov-
nikam.
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V nékterém z predchozich ¢isel Casopisu
InLab se ¢tenafi mohli docist o vzacném
nalezu Cryptococcus neoformans, ktery
byl v nasi laboratofi prokdzan z likvoru.
S dalsimi vzacnymi nalezy pokracujeme,
tentokrat se nam podafrilo vykultivovat
plvodce tetanu, Clostridium tetani.

Clostridium tetani je pUvodcem one-
mocnéni, zndmého jako tetanus. Je jed-
nim ze 4 nejzndmeéjsich patogend z rodu
Clostridium, produkujicich toxiny. Ackoliv
zavedeni povinného oc¢kovani a jeho roz-
Sifeni celosvétove snizilo ohrozeni timto
onemocnénim, je tetanus stale bran
jako potencionalné fatalni stav. Proto je
ddlezité vcas rozpoznat klinické priznaky
a zahagjit okamzitou éc¢bu.

Jednd se o anaeorbni, Sithlou grampozi-
tivni tycinku, kterd je znama pro svaji
schopnost tvofit toxiny a také spory,
které jsou odolné v0Oc¢ vysokym tep-
lotdm, vyschnuti i pfitomnosti kysliku.
Spory se vyskytuji v padé, popelu, dale
ve stFfevnim traktu ¢lovéka a zvirat. Najit
je mizeme také na povrchu zrezivélych
nastrojd, jako jsou hrebiky a ostnaty
drat a jsou také velmi dobre odolné proti
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dezinfek¢nim prostredkdm. Na jejich jed-
nom konci je pfitomna terminalni spors,
proto svym tvarem casto pfipomind pa-
licku na buben. Dle Grammova barveni
se barvi tedy do modra (1).

Obr. 1 Mikroskopicky obraz Cl. tetani

Obr. 2 Mikroskopicky obraz Cl. tetani Il

Clostridium tetani pri svém rdstu produ-
kuje dva toxiny, tetanospasmin vyvola-
vajici klasické klinické pfiznaky nemoci
a tetanolyzin, ktery plsobi destruktivné
na erytrocyty a dalsi burky.

Zdrojem infekce u vétSiny lidi je rana,

kdy se spory dostanou do organismu,
vétsSinou pfi poranénich doprovazenych
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zhmozdénim a nekrézou tkadné. Vstupni
branou mohou byt také bércové vredy,
operacni rény, popaleniny nebo pupec-
nik. M({ze se vyvinout také u intravenéz-
nich uzivateld drog.

VétsSina pfipad( tohoto onemocnéni se
objevuje v rozvojovych zemich, kde lidé
nejsou ockovani a v oblastech, kde doslo
k prirodnim katastrofam. Spory jsou pfi-
tomny v prostiedi bez ohledu na zemé-
pisnou polohu. Ke vzniku tetanu jsou na-
chylné vsechny vékové skupiny, pokud
neni zahajena okamzitd |é¢ba, umrtnost
je velmi vysoka. V rozvojovych zemich je
zvySen vyskyt novorozeneckého tetanu,
kdy se pfi stfihani pupecni silry pouzi-
vaji nesterilni nastroje (2).

Po zaneseni spor do hlubSich ¢asti rany
bez pfistupu vzduchu dojde k jejich vykli-
¢eni a pfeméné na vegetativni bunky,
které se za¢nou mnozit a za¢nou produ-
kovat toxiny. Tetanospasmin je synteti-
zovan jako protein, slozeny z ¢asti A, B
a C. Praveé &asti B a C jsou zodpovédné
za pranik toxinu k cilovym mistdm, ¢ast
A je hlavni ucinnou slozkou tetanospas-
minu. Z mista infekce se toxin dostava
do krve a lymfy, kde je vychytavadn na
presynaptickych zakoncenich perifernich
motorickych neurond. Poté se retro-
gradné prenese uvnitf axonu do CNS.
Toxin plsobi nejvice na Grovni mozko-
vého kmene a michy, kde blokuje uvolfio-
vani inhibi¢nich medidtord na synapsich,
coz vede k svalovym krecim.

Inkubacni doba tetanu se pohybuje v roz-
mezi 3 az 21 dni, nejcastéji ¢ini 8 dni. Ge-
neralizovana forma onemocnéni mani-
festuje vétsSinou bez prodromu zvysenym
napétim Zvykacich svald s omezenim
oteviradni Ust, stahy mimického svalstva,
spasmy hltanu s problematickym polyka-
nim a strnulym svalstvem Sije. Poté do-
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chazi ke kontrakturam svald trupu a kon-
Cetin, generalizovanym tonickym krecim,
kdy se télo napina do oblouku. Nemocny
je plné pfi védomi a kfece jsou pro néj
silné bolestivé a Uzkostné. Onemocnéni
se mUze zkomplikovat nej¢astéji pneu-
monii.

Vzacnéjsi formou je lokalizovany teta-
nus, jehoz pfiznaky jsou od zacatku
omezeny jen na urcité svalové skupiny.
Napriklad cefalicky tetanus s postizenim
svalstva inervovanym mozkovymi nervy

(1)-

Novorozenecky tetanus vznikd po in-
fekci pupecniho pahylu. Mortalita této
formy je minimalné 90 %. Ke smrti v prv-
nim tydnu dochédzi pfi zdstavé dechy,
v druhém tydnu od narozeni je pficinou
sepse. Novorozenecky tetanus je pro-
blémem hlavné v rozvojovych zemich,
kdy je pupelni Sidra stfihdna nesteril-
nimi nastroji nebo pfi porodu, kdy neni
provedena dostate¢na hygiena porod-
nika (3).

Mezi komplikace, které mohou vzniknout
béhem tetanu, patfi zastava dechu, zlo-
meniny, kéma, poskozeni nervd, hy-
poxické poskozeni, srde¢ni arytmie a hy-
pertenze, také paralyticky ileus.

Metody laboratorniho prikazu Cl. tetani
zahrnuji kultivaci, prlkaz toxinu poku-
sem na zvireti 8 molekularné genetické
vysetfeni pomoci metody PCR. V nasi
laboratofi bylo Clostridium tetani proka-
zano kultivacné.

Akutni |é¢ba tetanu by se méla soustrfe-
dit na zmirnéni toxind a agresivni |é¢bu
symptomU vcetné ochrany dychacich
cest. Rana, kterd je vstupni branou in-
fekce, by méla byt okamzité radné ocis-
téna, aby se zabranilo dalsimu Sifeni
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toxinu do krevniho Fecisté. Pacient by
mél byt umistén v tichém, zatemnéném
prostredi. Cilem je neutralizace toxiny,
proto se zahajuje aktivni imunizace teta-
nickym anatoxinem, jednordzové se po-
dava hyperimunni lidsky antitetanicky
imunoglobulin. Ke kontrole a tlumeni
kfe¢i mohou byt pouzity benzodiaze-

piny.

Tetanus je onemocnéni, kterému lze za-
branit oc¢kovanim. Vakciny obsahuji teta-

novy toxoid (TTCV).

Vakcina proti tetanickému toxinu byla
poprvé vyrobena v roce 1924 a poprvé
pouzita byla mezi vojdky v obdobi druhé
svétoveé valky. V soucasné dobé je k dis-
pozici pétivalentni vakcina proti zaskrtu,
tetanu, pertusi, hemofilu B a hepatitidé
B, kterd je nejCastéji pouzivanou dét-
skou vakcinou na svéte.

Vzhledem k tomu, Ze se Clostridium te-
tani bézné vyskytuje v prostredi, a tudiz
nelze riziko infekce eradikovat, je dlraz
kladen na systematické ockovani obyva-
telstva tetanickym anatoxinem. Ana-
toxin po aplikaci 3 dadvek vydrzi spoleh-
livé chranit clovéka 12-15 let. Také je
zavedena imunoprofylaxe pfi Urazech,
poranénich, nehojicich se ranach a pred
nékterymi lé¢ebnymi vykony. V CR se te-
tanus vyskytuje jiz ojedinéle, okolo 0-3
pfipadd ro¢né. Naposled bylo hlaseno
amrti muze na tetanus v roce 2015,
jenz nebyl o¢kovan.

Do laboratofe klinické mikrobiologie
v Ostraveé-Vitkovicich byl v kvétnu pfijat
stér z rany od pacientky (nar. 1961) ode-
brany na chirurgické ambulanci. Lokalita
odbéru nebyla specifikovana. Zakladni
bakteriologické vysetfeni stéru z rany
spocivd v mikroskopii, aerobni a anae-
robni kultivaci, nasledné identifikaci
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a stanoveni antimikrobialni citlivosti. Co
se tyka aerobni kultivace, byl identifiko-
van Citrobacter freundii a Enterococcus
faecalis. Anaerobni kultivace po 48 hodi-
nach byla velmi prekvapivd. Kromé pfitom-
ného Clostridium perfringens a Clostri-
dium bifermentans bylo identifikovano
také Clostridium tetani. Z narostlych kolo-
nif na Wilkins Chalgrenové agaru byl zho-
toven mikroskopicky preparat, ktery byl
nabarven pomoci Grammova barveni,
v némz byly nalezeny G+ tycky s uloze-
nou terminalni sporou, typicky pro Cl. te-
tani jak bylo zminéno vySe. Byla prove-
deno také stanoveni citlivosti, testovan
byl penicilin, aminopenicilin s inhibitorem,
klindamycin a metronidazol. VSechny tyto
preparaty byly interpretovany jako citlivé.

Vysledek byl neprodlené hlasen do chi-

Obr. 3 Vzhled kolonii Cl. tetani na Wilkins-Chal-
gren agaru

Obr. 4 Stanoveni citlivosti Cl. tetani gradiento-
vou difuzni metodou
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rurgické ambulance, kde byl stér ode-
bran. Po konzultaci s |ékafem bylo zjis-
téno, Ze se pacientka poranila pfi praci
s kultivatorem na zahradé. Doslo k pora-
néni prstu na ruce, kdy bylo nutno prst
amputovat. Pacientka vsak byla ocko-
vana proti tetanu, tudiz se u ni pfiznaky
nevyvinuly. K doléceni dalsich nalezl byla
podana kombinace antibiotik po pred-
chozi konzultaci s antibiotickym stfedis-
kem. V odebranych kontrolnich stérech
po |écbé jiz Cl. tetani nebylo prokazano.

V nasi laboratofi v Ostravé-Vitkovicich je

to historicky prvni ndlez této bakterie,
a proto jej tedy povazujeme za vzacny,

Literatura

KLUINICKA MIKROBIOLOGIE

v dnesni dobé témér raritni. Této zkuse-
nosti si nesmirné vazime a kmen byl
ihned zamrazen a uschovan do nasi
sbirky kmen0.
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Musi byt geneticka diagnéza
vzdy spatnhou zpravou-?

Véra Krutilkova, Natalie Havranova, Arpad Béday

Genetické vysetreni plni ddlezitou Ulohu v diferencialni diagnostice nespecifického kozniho
priznaku skvrn typu ,café-au-lait” (CAL). Jednd se o symptom fady rlznych genetickych jed-
notek s rozdilnou klinickou zavaznosti a progn6zou. Ve sdéleni se struc¢né vénujeme diferen-
cialni diagnostice a na prikladu dvou kasuistik ukazujeme vyznam genetického vysetreni pro
dalSi péci o détského pacienta.

Does a genetic diagnosis always have to be bad news?

Genetic testing plays an important role in the differential diagnosis of the non-specific skin
symptom of café-au-lait spots (CAL). It is @ symptom of a number of different genetic enti-
ties with varying clinical severity and prognosis. In the article, we briefly discuss differential
diagnosis and, using the example of two case studies, show the importance of genetic tes-
ting for the further care of pediatric patients.

Kli¢ova slova:
skvrny typu
cafe-au-lait
neurofibromatoéza
1. typu

Legius syndrom
genetické vysetreni

Key words:
cafe-au-lait spots
neurofibromatosis
type 1

Legius syndrome
genetic examination

Jednou z ¢astych indikaci, pro kterou pfi-
chazeji predevsim détsti pacienti na ge-
netické vysetreni, jsou skvrny typu ,café-
-au-lait” (CAL). Jedna se o kozni ploché
pigmentace rlizné velikosti a tvaru barvy
,Dilé kavy” (obr. 1). Pri¢inou je zvysena
produkce melaninu v melanocytech ve
stratum bazale v epidermis. V malém po-
¢tu jsou popisovany cca u 5—15 % lidi
bez vyznamnéjsi klinické signifikance.

Na druhou stranu mohou byt prvnim
symptomem zavaznych genetickych one-
mocnéni. Mezi nejzndméjsi z této skupiny
patfi neurofibromatoéza typu 1 (NF1). Po-
dezfeni na toto onemocnéni maji pacienti
vétSinou uvedené jako ddvod vySetreni.
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Neurofibromatéza typu | (NFI)

Klinickd diagnéza je stanovena na za-
kladé pfitomnosti minimalné dvou z na-
sledujicich priznaka:

m pét a vice skvrn typu CAL o priméru
nad 5 mm u déti, nad 15 mm u do-
spélych,

m dva a vice neurofibromd jakéhokoliv
typu nebo jeden plexiformni neurofib-
rom,

B freckling v podpazi nebo v tfislech,

m dva a vice Lisschovych nodull v du-
hovce,

m gliom optického nervy,

B kostni |éze typu sfenoidalni dysplazie
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nebo ztenceni kortexu dlouhych kosti
s nebo bez pseudoartrosy,

m prvostupfiovy pifbuzny (rodi¢, souro-
zeneg, dité) s NF1 podle kritérii.

Priznaky se rozviji s vékem, takze u ma-
lych déti (kojencd, batolat) s jeSté neroz-
vinutymi symptomy nelze diagnézu po-
tvrdit nebo vyloucit pouze na zakladé
klinického vysetreni.

Diagn6za NF1 je spojena s Fadou rizik
a postizeni jedinci jsou pravidelné sledo-
vani. Jedna se o riziko benignich i malig-
nich nador® (maligni transformace je po-
pisovdna u cca 10 % pacientd), maly
vzrast, cca 10 % riziko mentalniho opoz-
déni, poruchy uceni a chovani se vysky-
tuji @z u 60 % déti s NF1 (1).

U jedincl s NF1 je doporuceno pravidelné
sledovani, |é¢ba je symptomatickd. Na
obr. 2 je plné rozvinuty kozni nalez paci-
enta s mnohocetnymi fibrémy.

V rémci diferencidlni diagnostiky je tfeba
zvazit fadu dalsich jednotek, které se lisi
jak zavaznosti, tak genovou podstatou,
tab. 1 (2, 3).

Legius syndrom

Pro tento syndrom jsou typické pfede-
vsim skvrny typu CAL, nékdy freckling
(obr. 3), macrocephalie, neni vyznamné
zvyseno riziko mentalniho deficity, da-
leko méné casto se vyskytuji poruchy
uceni ¢ chovani. Syndrom neni spojen
s rizikem benignich ¢ malignich nadorg,
jedinci nemusi byt pravidelné sledovani.
Pricinou jsou mutace v genu SPREDI.
Pravé tato jednotka je nej¢astéji zaméno-
vana s NF1 (5 % jedincd spliiuje klinicka
kritéria NF1).
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Obr. 1 Skvrny ,bilé kdvy” cafe-au-lait (CAL)

Obr. 2 KoZni neurofibromy u pacienta s NF1

Noonanové syndrom

Pro Noonanové syndrom s mnohocet-
nymi lentiginoznimi skvrnami nazyvany
také LEOPARD syndrom jsou krom koz-
nich priznakd typu CAL a lentiginéznich
skvrn typické srdec¢ni vady, kardiomyopa-
tie, maly vzrlst, deformity hrudniku, sko-
liosa, cca 30 % déti mé poruchy uceni.
Pri¢cinou jsou mutace v genech BRAF
MAP2K1, PTPN11, RAFT.
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Mccune-Albright syndrom

Pro tuto jednotku je krom koznich pri-
znak( typu skvrn CAL, které byvaji uspo-
fadany v tzv. Blaschkovych liniich, typicka
fibrosni kostni dysplazie, pred¢asna pu-
berta a dalsi endokrinopatie. Pricinou
jsou postzygoticky vzniklé mutace v genu
GNAS, které vedou k mozaicismu a tim je
velmi ztizena diagnostika na molekularni
arovni. Mutace v genu ¢asto nelze zachy-
tit v DNA izolované z periferni krve paci-
entd.

Syndromy s ring chromosomem

Jednd se o zménu chromosom(, kdy do-
chazi ke ztraté telomér. Prfitomnost dal-
Sich priznakd zavisi na rozsahu ztraty ge-
netického materidlu, nejcastejsi je
opozdéni rlstu. Diagnéza je stanovena
na zakladé cytogenetického vySetFeni.

Syndrom konstitu¢ni mismatch re-
pair deficience (CMMRD syndrom)

Pricinou jsou bialelické mutace v mismatch

Tab. 1 Klinické jednotky

repair genech MLH1, MSH2, MSH6 nebo
PMS2. Jde o geny podilgjici se na reparaci
chyb vzniklych pfi replikaci DNA. U paci-
entl jsou Casté skvrny typu CAL, a stejné
jako u NF1, mohou mit pacienti freckling,
Lishovy noduly, neurofibromy a tibidlni
pseudoartrosu. Syndrom je spjaty s rizi-
kem Sirokého spektra malignit manifestuji-
cich se jiz v détském véku. U déti se obje-
vuji malignity hematologické, nadory
centralni nervové soustavy, embryonalni
tumory, ale i nddory stfev. Vyjimkou nejsou
u déti s touto diagndzou ani vrozené vyvo-
jové vady.

Familiarni caffe-au-lait skvrny

Tato diagndza je stanovena, pokud pr-
vostupfovi pfibuzni maji kozni nalez
skvrny typu CAL bez pfitomnosti dalsich
symptomd a neni u nich zjiSténa zadna
z vyse uvedenych diagnéz. Pricina nalezu
neni jasna.

Z vySe uvedeného prehledu vyplyva po-
tfeba co nejcasnéjsiho upfesnéni priciny
manifestace skvrn typu CAL pFedevsim
u détskych pacientd.

Klinickd jednotka Gen

Neurofibromatdza 1.typu NF1

Legius syndrom SPRED1

Noonanové syndrom gz’?f MAP2K1, PTPNTT,
Mccune-Albright syndrom GNAS (mozaicismus)

Syndromy s ring chromozémem

Ring chromozom

deficience (CMMRD syndrom)

Syndrom konstitu¢ni mismatch repair

MLH1, MSHZ2, MSH6,
PMS2

Familiarni caffe-au-lait skvrny

Neznamy
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Genetické vySetfeni zacind v ambulanci
klinického genetika peclivym klinickym vy-
Setfenim pacienta, zhodnocenim osobni
i rodinné anamnézy a kompletizaci vsech
dosud provedenych vySetfeni. Nasledné
je pacientovi odebrana krev, ze které je
z leukocytd izolovand DNA. Laborator
testuje vzorek DNA indikovanych paci-
entd pomoci masivniho paralelniho sek-
venovani, tzv. NGS panelem. V nasi labo-
ratofi k diagnostice pouzivdme panel pro
vzacnd onemocnéni, ktery obsahuje né-
kolik set gen( spojenych s rGznymi gene-
tickymi syndromy. Panel je ur¢en k §i-
rokému vyuziti v rédmci diferencidlni
diagnostiky vzacnych onemocnéni.
Diky tomuto zplsobu jsou v jedné dobé
vySetfeny vsechny znamé geny asocio-
vané se sledovanym pfiznakem v ramci
diferenciaIni diagnostiky (4), t.¢. jde o 53
genl. Pred érou NGS byly geny sekveno-
vany postupné, coz znacné vysetieni pro-
dluzovalo i prodrazovalo.

Genetické vySetfeni ma nezastupitelné
misto v diferenciadlni diagnostice, upres-
nénim a potvrzenim diagndzy pomaha
stanovit prognézu vyvoje onemocnéni,
upfesnuje nutné sledovani a stanovuje
miru rizika pro pfibuzné, predevsim sou-
rozence a déti.

Kasuistika |

Ke genetickému vysSetfeni byl doporucen
9mésicni chlapec s cca deseti skvrnami
typu CAL na trupu a koncetindch. Ma ma-
crocephalii, dle kardiologického vysSetFeni
foramen ovale apertum, motoricky vyvoj
je lehce opozdény. Rodite zadné kozni
pfiznaky nevykazuji. Provedené moleku-
larné genetické vySetreni u chlapce odha-
lilo mutaci ¢.5242C>T v genu NFT a tim
potvrdilo diagnézu neurofibromatoézy 1.
typu. Dle doplnéného vySetrfené rodicl
se u chlapce jednd o de novo vzniklou va-
riantu.

wuwuw.agellab.cz
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Obr. 3 Freckling v axile

Rodice byli s nadlezem a vyplyvajicimi ri-
ziky, vcCetné rizika onkologického, po-
drobné seznadmeni, dité je pravidelné sle-
dovéano fadou specialistd.

Kasuistika 2

Ke genetickému vysetfeni byla doporu-
¢ena 9leta divka s podezfenim na NFT.
Na trupu a koncetinach ma 6 vétsich (az
0,5 x 4,5 cm) skvrn CAL a 3 drobné nad
0,5 cm v pr@iméru. Ma lehkou skoliosu
a deformitu hrudniku. Divka méla nor-
malni psychomotoricky vyvoj, navstévuje
ZS s prdmé&rnymi vysledky, nema zadné
poruchy uceni. Rodice kozni ani jiné pfi-
znaky NF1 nemaji.

Molekuldrné genetickym vysetfenim byla
u divky zjisténa mutace c. 292del v genu
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SPREDT a tim potvrzena diagndza Le-
gius syndromu.

Vysetfenim rodi¢ll bylo potvrzeno, Ze
mutaci v genu SPRED1T nenesou a tedy,
Ze se u divky zase jednd o de novo vznik-
lou afekci.

Rodi¢e byli informovani, ze dany syn-
drom, na rozdil od plvodné zvaZované
neurofibromatézy typu 1, neni spojen
s vyznamnymi poruchami vyvoje, chovani
i uCeni a predevsim zde neni riziko roz-
voje gliom( optiku, neurofibrom@ a nado-
rové manifestace.

Z vyse uvedenych kasuistik vyplyva ne-
moznost rozlisit jednotky pouze dle kli-
nického ndlezu, pfi cemz kazda z nich ma
zcela jinou zdvaznost a prognézu. Rodi-
¢am, ktefi v dobé internetu maji povétsi-
nou nastudované vsechny mozné konse-
kvence primarné zvazované diagnozy,
jisté diagnéza Legius syndromu pfinese
velkou Ulevu a zmirnéni stresu zjisténim,
Ze dité neni ohrozeno vyse uvedenymi
projevy a soucasneé je dité uSetfeno pra-
videlnych a pomérné Castych navstév
fady specialistd, véetné ¢asto indikované
MRI centrdlniho nervového systému,

Literatura

ktera se u malych déti provadi v celkové
anestézii. Lze tedy fici, ze v tomto pfi-
padé je urceni a potvrzeni genetické dia-
gnozy vlastné pfiznivou zpravou.

Zavérem bychom chtéli zddraznit Glohu
genetického vysetfeni v diferencialni dia-
gnostice nejen u détskych pacient(. Rov-
néz je dobré si uvédomit, Ze posun na-
stava i v otdzkach lécby a diagnbza na
Grovni gend mdize byt v fadé piipadd
spojena i s moznosti cilené terapie.
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Cytogeneticka analyza
ziskanych chromozomovych
aberaci v lidskych perifernich

lymfocytech

Bronislava Drevojankova, Zuzana Lencesova

Cytogenetickd analyza lidskych perifer-
nich lymfocytd (CAPL) je celosvétové
rozsifena metoda, ktera vznikla v 70. le-
tech minulého stoleti. Je pouZivana jako
biologicky expozi¢ni test k monitorovani
populace, kterd je vystavena Ucinkdm
genotoxickych faktord - chemickym, fy-
zikalnim ¢i biologickym. Jednd se o mu-
tagenni a karcinogenni latky pochazejici
z pracovniho a environmentalniho pro-
stfedi (1), viz Tabulka ¢. 1. Pdsobenim
téchto latek na organismus dochazi ke
vzniku ziskanych chromozomovych abe-
raci v lidskych somatickych burkach (nej-
¢astéji ke zlomCm a prestavbam viz Ob-

razek ¢. 1) a odrazijejich ¢asny biologicky
Gc¢inek. Nahromadéni téchto ziskanych
zmeén v lidském genomu vede k aktivaci
onkogen( a deaktivaci tumor supresoro-
vych gend (2, 3). Buika ztraci kontrolu nad
bunéénym délenim, rlstem i bunécnou
smrti - apoptozou. Coz vyrazné souvisi se
zvysujicim se rizikem vzniku nadorovych
onemocnéni a s progresi degenerativnich
onemocnéni.

Metoda CAPL je v praxi nejcastéji vyuzi-
vana k monitorovani predevsim profesi-
onalni expozice, kdy na lidsky organis-
mus pUsobi sledovany rizikovy faktor

Obr. 1 Typy ziskanych chromozomovych aberaci (Kuglik, P. 2005. Vybrané kapitoly z cytogenetiky.

Masarykova univerzita, Brno, upraveno)

R

Y &

chromatidovy gap chromatidovy zlom triradial dicentricky
chromosom

i ® O
chromosomovy chromosomovy zlom kvadriradial prstencovy
gap + parovy fragment chromosom
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kontinudlné, kazdou pracovni sménu.
Vysetfeni zachycuje expozi¢ni ddvku za
cca posledni tfi mésice. Nejcastéji sledo-
vanou skupinou pracovnikd jsou lidé,
ktefi pfichazi do kazdodenniho styku
s rizikovymi faktory jako jsou napf. ethy-
lenoxid, formaldehyd, vinylchlorid, ben-
zen, styrén, slouceniny niklu a kadmia,
vyroba tabdkovych produktl, cytosta-
tika, ale také préce spojend s radiologii
a radiografii. Na vzniku sledovanych
chromozomovych aberaci maji i vy-
znamny podil faktory zivotniho stylu
(napf. koureni, strava, stres). Zakon
0 ochrané verejného zdravi ¢. 258/200
Sb. definuje souhrn ¢innosti a opatreni
zdravych pracovnich podminek a zabra-

néni ohrozeni zdravi v souvislosti
s vykonavanou praci. U pracovniki
vybranych provozi s rizikem (§ 37 ka-
tegorizace praci) je pravidelné sledo-
vana uroven biomarkeru v pridbéhu
celého roku. VySetfeni CAPL probiha
v rémci prohlidek u zdvodniho |ékaFe
preventivni péce, a to pfi vstupni, pre-
ventivni i vystupni prohlidce. Zadate-
lem vySetfeni je tedy zavodni |ékar
preventivni péce (3, 9).

Vysetfeni CAPL je provadéno z odbéru
periferni krve do heparinové zkumavky.
Krev je nejpozdéji do 24 hodin nasazena
do kultivacniho média s obsahem fy-
tohematoglutininu (PHA), pro stimulaci

Tab. 1 Prehled nékterych karcinogennich ¢initeld souvisejicich s BOZP (7)

plyny

vinylchlorid, formaldehyd

kapaliny

trichlorethylen, tetrachlorethylen, methylchlorid, styren, benzen,
xylen, mineralni oleje, barva na vlasy

Chemickeé
latky

tuhé latky

oxid kfemicity, prach ze dreva, mastek obsahujici azbestova
vldkna, azbest, uméld mineralni vidkna - keramicka vladkna, olo-
vo, slouceniny niklu, slouceniny sestimocného chromu, arsen,
beryllium, kadmium, saze, asfalt

vypary, kour

svare¢ské dymy, emise ze vznétovych motorQ, vypary z ¢ernou-
helného dehtu, asfaltové vypary, spalovani, emise ze spalova-
cich motor€, polycyklické aromatické uhlovodiky, tabdkovy kour

Pesticidy

DDT, ethylendibromid, amitrol

protinddorové
lécivé
pripravky

Lécivé
pripravky

mustargen, onkovin, prokarbazin, prednison

anestetika

isofluran

bakterie

Helicobacter pylori

viry

Biologicti

Hepatitida B, Hepatitida C

Cinitelé

plisné
produkujici toxi-
ny

orechy, obili, kukurice, kavy, vyroba Zivocisnych krmiv, vyroba
piva a sladu, zpracovani odpad(, kompostovani, vyroba potra-
vin, prace s formami v uzavieném prostoru, zahradnictvi

ionizujici zareni

radon, rentgenové zareni

Fyzikalni €ini-
telé

ultrafialové (UV)
zareni

slunecni zareni, umélé UV zareni

ergonomie

sedavé zameéstnani, dlouhé stani

prace na smeény zpUsobujici poruchy denniho rytmu

obezita souvisejici se stresem, koufeni, konzumace alkoholu
a jinych omamnych latek
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déleni lymfocytd a naslednému ziskani
vétsiho poctu mitotickych bunék (mitdz).
Celkova doba kultivace trva 48 hodin,
a to z ddvodu zachyceni prvniho bunéc-
ného déleni. Ve druhém bunécném deé-
lenf je totiZz pocet aberantnich bunék vy-
razné snizen, napf. diky reparacnim
mechanismdm. Bunécné déleni je zasta-
veno pomoci kolcemidu, coz je mitoticky
jed zastavujici bunécny cyklus v meta-
fazi mitdzy, béhem které jsou chromo-
zomy maximalné kondenzované, takze
je lze velmi dobre hodnotit pod mikro-
skopem (4, 5). Bunécna suspenze je po
dalsim zpracovani nakonec nakapana
a fixovana na sklo, obarvena konvenc-
nim barvenim Giemsa - Romanovski
a nasledné hodnocena ve svételném mi-
kroskopu pfi zvétSeni 1000x (viz Obra-
zek €. 2). Do hodnoceni prepardtu zahr-
nujeme mitézy poctem chromozomd
4612,

Podle poctu vySetfovanych osob se pou-
Zivd individualni nebo skupinové hodno-
ceni. Za statisticky vyznamnou skupinu je
povazovano hodnoceni 20 a vice osaob,
pfi tomto hodnoceni se analyzuje mini-
malné 100 mitéz/osobu. U mensich sku-
pin (10-20 osob) je analyzovano 200
mitdz/osobu. U skupin s mensim poctem
osob nez 10 jiz nelze provést skupinovy
test. Individudlni hodnoceni pak zahrnuje
hodnoceni 200-300 mitéz/osobu (6). Na
zakladé velkého mnozstvi dat z cytoge-
netickych analyz byla stanovena frek-
vence aberantnich bunék u neexponova-
nych osob (b&zné populace) v Ceské
republice na 1,70 %. Jednd se o refe-
rencni hodnotu pro profesionalné neex-
ponovanou populaci.

Skupinové hodnoceni
< 2 % aberantnich bunék:

m skupina s biologicky neefektivni ex-
pozici genotoxickym latkdam

wuwuw.agellab.cz
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Obr. 2 Konvencni cytogenetické analyza chromozomd (laborator
cytogenetiky, Laboratore AGEL Novy Ji¢in 2022)
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m je shodnd se spontanni frekvenci
aberaci u bézné, neexponované po-
pulace

m organismem tolerované

Doporuceni: kontrolni vySetfeni za 1-2
roky a vzdy pfi zméné pracovnich podmi-
nek.

2-4 % aberantnich bunék:

m skupina s biologicky zvysenou expo-
zici genotoxickym latkam

m organismem jiZ netolerované

Doporuéeni: kontrolni vySetfeni za 1 rok
a vzdy pfi zméné pracovnich podminek.

> 4 % aberantnich bunék:

m skupina s biologicky vysokou expo-
zici genotoxickym latkam

m provnimavé jedince predstavuje zvy-
Sené riziko vzniku nadorového one-
mocnéni, progrese degenerativnich
onemocnéni, popf. vzniku vrozenych
vad u potomk( exponovaného je-
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dince

Doporuceni:

m opakovani vysetreni za 2-4 meésice,
kontrolni vySetfeni za 1 rok

m nutné sledovani jedinct s 5 a vice %
aberantnimi burikami, pfi opakova-
ném nalezu u stejného pracovnika je
nutné povazovat tuto praci za kon-
traindikovanou

m je nutné urceni genotoxické latky
a Ucinné snizeni expozice pro jednot-
livce i celou skupinu (6, 8)

Individualni hodnoceni:

Bylo dok&zano, ze individudIni primérnd
frekvence chromozomovych aberaci je
v prlbéhu let konstantni. Nicméné bé-
hem roku mohou hodnoty vyskytu abe-
rantnich bunék u bézné populace koli-
sat, a to v rozmezi od 0-5 %.

<5 % aberantnich bunék:
jedinec s biologicky neefektivni expozici
genotoxickym latkam.

Doporuceni: kontrolni vysetfeni za 1-2
roky a vzdy pfi zméné pracovnich podmi-
nek.

5 % a vice aberantnich bunék:

m jedinec s biologicky vysokou expozici
genotoxickym latkdm

m pro vnimave jedince predstavuje zvy-
Sené riziko vzniku nddorového one-
mocnéni, progrese degenerativnich
onemocnéni, popf. vzniku vrozenych

Literatura

vad u potomk( exponovaného je-
dince

Doporuceni:

m nutnost okamzitého (nékdy docas-
ného) vyfazeni osoby z expozice

® nutnost opakovani vysetfeni za 2-4
mésice

m pokud jsou zjistény opakované zvy-
Sené hodnoty, je nutné prokazat vy-
sokou expozici genotoxickymi |at-
kami z hlediska hygieny prace
a proveést dalsi klinickd vysetfeni
(6, 8)

V Ceské republice vznikl na sklonu 20.
stoleti, z iniciativy stdtniho zdravotniho
Ustavu, registr profesionalnich expozic
karcinogendm (REGEX). V registru jsou
evidovana data o profesionalnich expo-
zicich chemickym, fyzikalnim a biologic-
kym karcinogendm. Cilem registru je za-
jisténi  nasledné zdravotni péce
u karcinogendm profesiondlné expo-
novanych osob. Data slouzi také
k provadéni analytickych epidemiolo-
gickych studii (databdze pro epide-
miologicky vyzkum) (9).
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FARMAKOLOGIE A TOXIKOLOGIE

Zachyt neznamych nox
v klinické toxikologii

Zuzana Birkas

Tento clanek pojedndva o postupu pfi indikaci k toxikologickému vySetfeni. Na realnych pri-
padech je ukdzana dllezitost rychlého screeningového vysledku, ale také nedostatecnost
imunochemickych metod a nutnost konfirmacnich analyz v laboratofi klinické toxikologie.

Detection of unknown nox in clinical toxicology

This article discusses the procedure of indication for toxicological examination. Real cases
show the importance of a quick screening result, but also the inadequacy of immunochemi-
cal methods and the necessity of confirmatory analyzes in the clinical toxicology laboratory.

Klicova slova:
toxikologicky
screening
konfirmace
LC-MS/MS
GC-MS

Key words:
toxicological
screening
confirmation
LC-MS/MS
GC-MS
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Klinickd toxikologie se zabyvé diagnosti-
kou akutnich otrav (predavkovani lécivy,
omamnymi a psychotropnimi [atkami,
alkoholy aj.), abuzu navykovych latek
a kontrolou terapie. V klinické toxikologii
je stézejni spravnost, pfesnost vysledkd
a rychlost dodani vysledkd (zejm. u akut-
nich intoxikaci) indikujicimu ékari, kde se

od vysledkd analyzy odviji dalsi terapeu-
ticky postup (3).

Biologické materialy
Nejbézngjsimi biologickymi materidly
pro toxikologické vySetFeni v klinické
praxi je mo¢, krev event. Zaludecni ob-
sah (sliny, novorozeneckd smolka). PFi
toxikologické diagnostice akutnich into-
xikaci nebo v odvykaci fazi toxikoman{
je vhodna moc a kvalitativni prikaz |a-
tek. Pri terapeutické kontrole je vhodna
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krev (sérum, plazma) a kvantitativni sta-
noveni latek. Pro volbu vzorku je také
vyhodné znat dobu mezi posledni dav-
kou noxy a odbérem vzorku (tzv. de-
tekeni casova okna), event. farmakokine-
tiku latky. Detekéni okna vychazi ze
skutecnosti, Ze ¢asoveé limity pro detekci
nox v jednotlivych typech biologickych
materiald jsou rdzna, viz Obr. 1 (1)

Obr. 1 Detekéni ¢asova okna pro toxikologické
vysetieni; upraveno dle (3)
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Analytické metody

Imunochemické metody zaujimaji vy-
znamné misto v rutinnim toxikologickém
vysetfeni v biologickych materidlech.
Obecné lze Fici, ze vyhodou imunoche-
mickych analyz je rychlost ziskani vy-
sledku, velmi malé mnozstvi materialu
bez jakéhokoli zpracovani vzorku, nené-
rocnost na edukaci a kvalifikaci perso-
nalu, a cena testu je relativné nizka.

Zdravotnicka zafizeni (ambulance prak-
tickych |ékard, nemocnice) a mensi labo-
ratore se zakladnim laboratornim vyba-
venim disponuji jednoduchymi
imunotesty vétsinou ve formé prouzkd
nebo kazet, kdy z jedné analyzy |ze pro-
kazat jednu skupinu nebo v pfipadé multi
testu 5, 10 i vice skupin nadvykovych la-
tek najednou. Vyhodou téchto zaklad-
nich testd je jednoduchost provedeni
(ponofenim prouzku do vzorku moce)
a rychlost odectu vysledkd (podle vytvo-
feni barevného prouzku v testovaci
a kontrolni linii imunotestu; dle vyrobce
v prdméru do 5 minut). Vysledek je ode-
¢itan subjektivné laboratornim pracovni-
kem, pfipadné nékteré laboratore vyuzi-
vaji tzv. reader. Tyto testy maji o poznani
nizsi citlivost ve srovnani s imunoche-
mickymi metodami s elektronickou de-
tekci provadénymi v toxikologické labo-
ratofi. Je nutné také uvazovat o ovlivnéni
vysledku testu cetnymi interferencemi
s [écivy. Kvalita testl se mdaze liSit mezi
vyrobci, ale také u rdznych Sarzi jednoho
vyrobce. Priklad komer¢né dostupného
rychlého testu a jeho vyhodnoceni je
zobrazeno na Obr. 2 a 3.

Vybavenéjsi laboratofe maji analyzatory
na principu imunochemické screenin-
gové metody s elektronickou detekdi.
Laboratorni analyzatory jsou pravidelné
kontrolovany a kalibrovany a pfipadna

wuwuw.agellab.cz
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Obr. 2 Priklad komeréné dostupného jednodu-
chého imunochemického testu (multiparametro-
vého a jednoparametrového) na pfitomnost nd-
vykovych ldtek v modi. (Prevzato z pfibalového
letdku rychlotestd nal von minden Drug-screen)

Obr. 3 Priklad vysledku rychlotestu pritomnosti
navykovych latek v moci. V reakéni oblasti se
nachdzi testovaci linie (T) u negativnich ndlezd,
nenachazi se testovaci linie (T) u pozitivniho
ndlezu, kontrolni linie (C) se nachdzi u vsech tes-
td - validni test. (Prevzato z pfibalového letdku
rychlotestd nal von minden Drug-screen)

B8] L5 R g
a | § PE % EE
E g i; = | 3
| o c o0 2%

B Bl 2§ <F

iG]

;"-"]_-, = [V

i 8
TOr e e e
neg

neg neg neg pos

chybnd méreni rychle zjisténa a pficiny
odstranény, proto jsou vysledky z analy-
zator( spolehlivéjsi. Pro kazdou skupinu
latek vyrobce (pfipadné individudlné la-
borator) stanovuje rozhodovaci mez de-
tekce (tzv. cut off) pro odliSeni negativ-
nich a pozitivnich ndlezd. Analyzator
zobrazi vysledek jako Ciselny Udaj, ktery
vsak nekoreluje se skutecnou koncent-
raci dané noxy ve vzorku. Je tomu proto,
7e kazda metoda je nakalibrovdna na
jednu konkrétni noxu a jakkoliv jind noxa
ma jinou odezvu na detektoru, viz Obr.
4. Ziska se tedy vysledek se semikvanti-
tativni koncentraci. Mezi vyhody vyuziti
laboratorniho analyzatoru pfi toxikolo-
gickém vySetfeni oproti jednoduchym
kazetovym imunotestdm je vySSi citli-
vost, specifitnost a spolehlivost; nevy-
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hodou je vyssi cena testu. Zasadni nevy-
hody a Gskali imunochemického
screeningu jsou popsany v samo-
statném odstavci nize, viz Uskali imu-
nochemickych metod (1).

V toxikologické praxi je vysledek imuno-
chemické metody vniman pouze jako ne-
specificky a orientacni. Pozitivni nalez je
nutné potvrdit jinou nezavislou techni-
kou, tj. vice specifickou chromatografic-

kou metodou. Dnesni toxikologické labo-
ratore jsou vybavené plynovymi a/nebo
kapalinovymi chromatografy s hmot-
nostni detekci (GC-MS, LC-MS/MS), které
jsou schopny identifikovat konkrétni noxy
i jejich metabolity, pfipadné stanovit kon-
centraci vdodaném materidlu. Na zakladé
typu dodaného materidlu, zdravotni do-
kumentace a anamnestickych dat paci-
enta odborny laboratorni pracovnik zvoli
vhodny postup zpracovani vzorku (izo-
lace SirSiho spektra nox vs. specificka izo-
lace pro danou noxu) a vhodnou analytic-
kou separac¢ni metodu. Predpokladem
odbornych pracovnikd v toxikologické la-
boratofi je teoreticka znalost farmakoki-
netiky a farmakodynamiky latek v organis-
fma— P mu. Analyza chromatografickymi
ng/ml metodami je Casové narocnd. Vysledky
jsou vydany Fadové v hodinach po pfijmu
do laboratofe (nékdy i déle dle kompliko-

vanosti pfipadu) (1).

Obr. 4 Priklad rizné odezvy imunochemické
metody z analyzdtoru pri vysetreni dvou latek
(amfetaminu a 3,4-methylendioxymethamfeta-
minu) o stejnych koncentracich. Optimalizace
cut-off hodnoty je Zadouci pro latky z vyset-
fované skupiny prdvé z divodu jejich rizné
odezvy (3)

AMFETAMIN

absorbance

puvodni cut off hranice

S+ -

Tab. 1 Priklady falesné negativnich a falesné pozitivnich ndlezd pri imunochemickém screeningu
vySetieni omamnych a psychotropnich latek (1, 2)

Vysetifovana skupina latek  Falesné negativni vysledek Falesné pozitivni vysledek

imunochemicky

Amfetaminy noveé syntetické drogy tramadol, citalopram,
(,designer drugs”) chlorpromazin, promethazin,
trazodon, vysoka
koncentrace biogennich
aminG
Opiaty tramadol, oxykodon, dextrometorfan,

oxymorfon, buprenorfin, chinolonovad antibiotika

fentanyl, syntetické opioidy
alprazolam, flunitrazepam

antidepresiva Il. az IV.
generace

Benzodiazepiny
Antidepresiva

Sertalin, selegilin

Kanabinoidy syntetické kanabinoidy Naproxen

Metadon verapamil, quetiapin,
chlorpromazin

Fencyklidin tramadol, venlafaxin,

ibuprofen
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Uskali imunochemickych metod

Ackoliv imunoanalytické metody se pou-
Zivaji naprosto rutinné, je zapotfebi zmi-
nit jejich zadsadni negativum. V praxi se
velmi ¢asto setkavame s falesné negativ-
nim nebo falesné pozitivhim vysledkem,
coz mUze predstavovat znacnou kompli-
kaci pro samotného pacienta. V pfipa-
dech intoxikaci drogami mdze byt falesné
negativni vysledek pro pacienta i Zivot
ohrozujici. Naopak falesné pozitivni vy-
sledek mdze mit pro pacienta také nepii-
jemné nasledky (pravni, pracovni, léCebneg,
osobni nebo jiné) (2). Priklady falesné ne-
gativnich a falesné pozitivnich vysledk{
pfi imunochemickém screeningu jsou
uvedeny v Tab. 1.

Falesné negativni ndlez mze byt zplso-
ben nizkou citlivosti testu, charakterem
testované skupiny (napf. strukturni deri-
vaty, novéjsi |éCiva, jejich davkovani a bio-
transformace v organismu), zamérnou
manipulaci se vzorkem moci (fedéni, pri-
davek interferujicich latek), prodlevou
mezi zneuzitim a odbérem (1, 3).

Falesné pozitivni vysledek mdze byt nej-
Castéji zplsoben zkfizenou reaktivitou
strukturné podobnych latek napfiklad
v pripadé uzivani léky, ale také i endogen-
nimi latkami. Jak uz bylo vyse zminéno,
jedna se pouze o orientacni nespecifické
skupinové reakce, které nerozlisi a ne-
identifikuji jednotlivé noxy ve skupinég.
Napriklad vysetreni opiatld nerozlisi, zda
jde o kodein podany terapeuticky na tlu-
meni kasle nebo jde o zneuziti kodeinu
a morfinu (pfipadné zneuziti heroinu). Ne-
lze opomenout také moznou pozitivity,
typicky v pfipadé opidtQ, pri konzumaci
potravin obsahujici vétsi mnozstvi maku.
Proto je nutné ndlezy potvrdit a identifi-
kovat noxu specifickou metodou (GC-MS,
LC-MS/MS). Vzhledem ke skutec¢nosti, ze
velké mnozstvi zneuzivanych navykovych

wuwuw.agellab.cz
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l3tek (napf. nové drogy) nelze béznym
imunochemickym screeningem odhalit,
tak toxikologické laboratore ¢asto pro-
vadi screeningové vysetfeni metodou
GC-MS nebo LC-MS/MS (1).

Algoritmus toxikologického vyset-
reni

Pracovisté klinické farmakologie a toxiko-
logie Laboratofe AGEL a.s. v Novém Ji-
¢iné je vybaveno velmi dobrou pfistrojo-
vou technikou - imunochemickym
analyzatorem pro rychly screening a sa-
moziejmeé LC-MS/MS a GC-MS pro speci-
fickou konfirmacni analyzu biologického
materidlu. Jak postupovat pfi indikaci to-
xikologického vysetreni je zobrazeno na
Obr. 5.

Obr. 5 Algoritmus toxikologického vysetreni
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LATEK
PREDAT NA o SYSTEMATIFKI-’\ TOX.
SPADOVE ORIENTACNI ANALYZA
TOXIKOLOGICKE SCREENINGOVY PREDAT NA
ETE TEST SPADOVE
PRACOVISTE TOXIKOLOGICKE
: PRACOVISTE
Material: moc (50 ml) Material: mot&
krev (2x5 ml) Material: mo& (50 ml)
krev (2x5 ml)
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Kazuistiky

Kazuistika ¢. I: Kontrola ucinnosti

IéCby
Zena 23 let, piijata RZP pro suicidalni po-

kus paralenem (nezndmé mnozstvi, prav-
dépodobné 10 tablet o sile 500 mg para-
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cetamolu), proveden vyplach Zaludku
a podano antidotum N-acetylcystein;
vstupné alkohol negativni, toxikologicky
screening na jednordzovém imunotestu
negativni. Do laboratofe dodana krev na
stanoveni koncentrace paracetamoly,
s krvi dodana i moc¢ (bez zadosti na jeji
vySetreni). Odbér krve byl proveden asi
po 8 hodinach po intoxikaci. Vysledek
z toxikologické laboratofe: Namérena
koncentrace paracetamolu v séru byla
90 mg/|, dle Matthew-Rumackova no-
mogramu je pravdépodobnd hepatotoxi-
cita, doporuCeni podat N-acetylcystein
a opakovat odbér po 12ti hodinach. Na-
méFena  koncentrace  paracetamolu
v séru po 12ti hodinach byla 25 mg/l
a nyni hepatotoxicita malo pravdépo-
dobna.

Obr. 6 GC-MS chromatogram a hmotnostni spektrum
quetiapinu

s ey i85
THTSE Tl

-
-

3
L

Obr. 7 GC-MS chromatogram a hmotnostni spektrum
citalopramu
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Ddle na zdkladé telefonické doobjed-
navky byla provedena systematickd ana-
lyza neznamych latek v modci. Vysledek
z toxikologické laboratofe: Metodou GC-
-MS byla v dodané moci prokazana pfi-
tomnost quetiapinu a jeho metabolitd
(viz Obr. 6). V dodané krvi byla namérena
koncentrace quetiapinu 1200 pg/I
(toxickd mez od 1000 pg/l). Zavér: byly
prokdzadny a stanoveny toxické hladiny
paracetamolu a psychofarmaka quetia-
pinu. Béhem c¢asového intervalu byl pro-
kazan klesajici trend koncentrace parace-
tamolu a ucinnost (éCby.

Kazuistika €. 2: FaleSna pozitivita to-
xikologického screeningu

Muz 32 let, prijat RZP pro uraz hlavy, lé-
kova anamnéza: citalec, vstupné hladina
alkoholu 1,52 g/kg, toxikologicky scree-
ning na jednordzovém imunotestu pozi-
tivni na amfetaminy. Do laboratofe do-
dana moc a krev. V toxikologické laboratofi
screening amfetamind semikvantitativné
>2000 pg/l. Byla provedena toxikolo-
gickd konfirmace pozitivniho screeningo-
vého nalezu amfetamin( v moc¢i metodu
GC-MS. Vysledek z toxikologické labora-
tore: Metodou GC-MS nebyla v dodané
moci prokazana pfitomnost latek ze sku-
piny amfetamind, byla prokdzana pfitom-
nost citalopramu a jeho metabolitu (viz
Obr. 7). V dodané krvi byla namérena
koncentrace citalopramu 85 pg/I
(terapeutické rozmezi: 50-110 pg/l),
N-desmethylcitalopramu 42 pg/l, meta-
bolicky pomér 0,49 (referen¢ni rozmezi
0,31-0,60). Zaveér: Pritomnost cita-
lopramu ve vzorku moce vykazuje zkfize-
nou reaktivitu s latkami ze skupiny amfe-
tamind, tzn. falesné pozitivni nalez.
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Obr. 8 GC-MS chromatogram a hmotnostni spektrum mefedronu

Kazuistika ¢. 3: Falesna negativita
toxikologického screeningu

Zena 17 let, s drogovou minulosti od 14ti
let (abuzus pervitinu), bylo provedeno
screeningové  toxikologické  vysetfeni
s negativnim vysledkem. Na zakladé ko-
munikace s praktickou |ékarkou byla pro-
vedena systematicka toxikologickd ana-
lyza se zameérfenim na nové syntetické
drogy. Vysledek z toxikologické labora-
tore: Metodou GC-MS byla v dodané
moci prokazana pfitomnost mefedronu
(syntetického kathinonu, viz Obr. 8). Z3-
vér: Bézné dostupnou screeningovou
imunochemickou metodou nelze odhalit
nékteré nové syntetické drogy. Je tedy
nutné vzorky analyzovat specifickou
chromatografickou metodou.

Kazuistika ¢. 4: Kontrola abstinence

Muz 28 let, 130 kg, 175 cm, pfijat do
psychiatrické |éCebny k [écbé zvislosti
na marihuané. V |é¢ebné po 3 dnech po
pfijeti byl proveden toxikologicky scree-
ning na jednordzovém imunotestu s pozi-
tivnimi kanabinoidy. Do laboratore do-
dana moc. V toxikologické laboratofi
screening kanabinoid( semikvantitativné
720 pg/l a byla provedena toxikologicka
konfirmace (viz Obr. 9). Vysledek z toxiko-
logické laboratore: Metodou GC-MS byla
v dodané moci prokdzana pfitomnost te-
trahydrokanabinol-karboxylové kyseliny
(ednd se o metabolit THC). V pribéhu
10ti dn0 byly provedeny dalsi testy pro
ovéreni abstinence pacienta, v toxikolo-
gickeé laboratofi byly naméreny semikvan-
titativni koncentrace 152 > 98 > 25 pg/|,
vzdy s pozitivni konfirmacni analyzou.
Dalsi test byl jiz negativni. Zavér: Je dile-
Zitd kontrola abstinence a sledovani
trendu namérenych koncentraci idealné
normalizovanych na mocovy kreatinin
(v této kazuistice neni normalizace uve-
dena).
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Obr. 9 GC-MS chromatogram a hmotnostni spektrum tetrahydroka-

nabinol-karboxylové kyseliny v SIM médu
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Zaveér

Imunochemické metody pro analyzu pfi-
tomnosti navykovych latek v biologickém
materidlu maji vyhradné postaveni ne-
specifickych a orientac¢nich kvalitativnich
metod. Pozitivni nalez imunochemického
toxikologického vysSetfeni lze hodnotit
vzdy jen jako suspektni a pro definitivni
potvrzeni pritomnosti konkrétni navy-
koveé latky se vyZaduje potvrzeni s pouzi-
tim pfisné specifické chromatografické
metody. Tento postup je v souladu s do-
poruc¢enimi mezinarodnich i narodnich od-
bornych spole¢nosti. V soucasnosti jsou
upraveny pozadavky na postup toxikolo-
gickych vySetFeni pro analyzu navykovych
latek mimo jiné Metodickym pokynem ve
Veéstniku MZ CR, ¢astka 9, s. 2. Smyslem
konfirmacni analyzy je vyloucit pfipadny
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falesné pozitivni nalez orientacniho
screeningového vySetfeni, ktery moize
byt zplsoben napfiklad prfitomnosti vy-
soké koncentrace nékterého bézné uzi-
vaného |éCiva v biologickém materialu
a dale presné identifikovat latky, které
byly zneuzity.
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Terapeutické monitorovani
biologik
(Biologicka léc¢ba u IBD)

Kristyna Vlkova, Vlasta Matuskova, Tomas Gucky

Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida jsou hlavnimi zastupci idiopatickych stfevnich onemocnéni
(IBD) a jejich prevalence v populaci stale nardsta. Biologicka |[é¢ba monoklonalnimi protilatkami
cilenymi na specifické struktury je jiz standardni soucasti terapie téchto onemocnéni a vede ke
zvyseni kvality Zivota pacientl, nizsi potifebé kortikoterapie, snizeni poctu relaps( nemoci, pro-
dlouzeni doby remise a také prispiva k minimalizaci nutnosti chirurgického zasahu. Terapeutické
monitorovani biologik je pak G¢innym nastrojem k dosazeni co nejvyssi efektivity terapie s cili
optimalizovat davkovani, zabranit vzniku zavaznych nezddoucich Gcinkd a zejména vcas zachytit
vznik protildtek proti biologiku s moznosti tento stav zvratit.

Therapeutic Monitoring of Biologics (Biologic Treatment in IBD)

Crohn’s disease and ulcerative colitis are the main representatives of inflammatory bowel disea-
ses (IBD) and their prevalence in the population is still increasing. Biological treatment with mo-
noclonal antibodies targeting specific structures became already a standard part of the therapy
of these diseases and leads to a life quality improvement of patients, a lower need of corticothe-
rapy, a reduction in the occurrence or number of relapses of the disease, and to the minimization
of surgical intervention. Therefore, therapeutic monitoring of biologics is an effective tool to
achieve the higher possible effectiveness of therapy with the aims of optimizing dosage, preven-
ting the occurrence of severe adverse effects and, above all, early detection of the formation of
antibodies against the biologic with the possibility of reversing this condition.

Kli¢ova slova:

Zanétliva idiopatickd stfevni onemoc-
néni (inflammatory bowel disease I1BD)
zahrnujici Crohnovu chorobu (CD) a ulce-
rozni kolitidu (UQ) jsou Fazeny mezi au-
toimunitni onemocnéni, u kterych do-
chazi k neadekvatni reakci imunitniho
systému na vlastni zdravé tkané a or-
gany. Etiologie téchto onemocnéni neni
znama, pravdépodobné se vsak jedna
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o kombinaci environmentalnich, imunit-
nich a bakteridlnich faktord geneticky
citlivych jedinc. Crohnova choroba zpd-
sobuje chronické granulomatézni a tran-
smuralni zadnéty v rlznych ¢astech
travici soustavy, nejCasteji vsak v termi-
nalnim ileu. Castymi symptomy jsou bo-
lesti bficha, nevolnost, prijem, krvaceni
do stolice, horecka ¢ Uubytek hmotnosti
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(1, 2). Ulcerdzni kolitida je hemoragicko-
-kataralni nebo ulcerézni zanét sliznice
tlustého streva a konecniku a lze ji dle
mista postiZeni rozlisit na pankolitidu
(postizeni celého tracniku), subtotalni
formu (postiZeni tra¢niku od konecniku
po slezinné ohbi), levostrannou formu
(postizeni tracniku od konecniku po ja-
terni ohbi) a proktosigmoitidu (postizeni
konecniku a esovitého tracniku) (1, 2).
Prevalence onemocnéni ma v Evropé
zfejmy severo-jizni a zapado-vychodni
rostouci trend a dosahuje hodnot kolem
2007100 000 (3). Incidence v CR dosa-
huje hodnot 22-28/100 000 (4).
Lécba IBD

Obr. 1 Zobrazeni rozdilu mezi stfevem postiZe-
nym Crohnovou nemoci (postihuje rizné casti
stfeva) a stfevem postiZenym ulcerézni koliti-
dou (postihuje kompaktni cdst streva) (7)

18D
Ulcerdeni kalitids vs Crohnwsva charoba

Mechanismem Gc¢inku |ékovych forem
konvencni terapie je zejména tlumeni
zanétlivé reakce a zasah do patogeneze
nemoci, nebot kauzalni terapie dosud
neni k dispozici a tedy tato onemocnéni
nelze plné vylécit. Zakladnimi terapeu-
tiky uzivanymi k |é¢bé CD a UC jsou ami-
nosalicylaty (napf. mesalazin, sulfasala-
zin), kortikoidy  (napf.  budesonid,
prednison, methylprednisolon), imuno-
supresiva (napr. azathioprin, methotre-
xat, cyklosporin A) a pfi nedostate¢ném
efektu konvencni [écby je indikovana
biologicka [é¢ba nebo konkomitantni
imunosupresivni terapie zvysSujici Ucin-
nost lécby biologiky (1, 5, 6).
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Biologicka terapie zahrnujici pfipravky
proti cilenym antigendm: tumor nekroti-

Obr. 2 Zndzornéni postupu terapie I1BD one-
mocnéni. Napriklad u ulcerézni kolitidy se podd-
vaji nejprve aminolsalicyldty, ddle pak steroidni
imunosupresiva, imunomoduldtory ci biologicka
lécba. Pro mirné formy onemocnéni je obvykle
dostacujici postupovat ve zndzornéné pyramidé

smérem nahoru. U vdzZnéjsich stavid je moZno
vyuZivat konkominantni pristup Iécby a postu-
povat také v opacném sméru pyramidy (8)

BIOLOGICKA
LECBA

IMUNOMODULATORY

STEROIDY

5-AMINOSALICYLATY

zujicimu faktoru a (TNFa; infliximab, ada-
limumab, golimumab), integrinovym re-
ceptordm a4B7 (vedolizumab) i
podjednotce p40 interleukinu 1L12/23
(ustekinumab), je ucinnou formou |écby
pacientl se stfedné tézkymi az tézkymi
formami idiopatickych strevnich zanét(
(IBD). Monoklonalni protilatky jsou pfi-
pravované biotechnologickymi postupy
s vysokou selektivitou a jednd se o spe-
cifické bilkoviny produkované hybrido-
movou linii vznikajici fuzi jednoho B-lym-
focytu a jedné specidlné pripravené
nadorové bunécné linie. Vyslednym pro-
duktem jsou identické protildtky s vy-
soce specifickou vazbou na cilovy anti-
gen.

Davkovani biologik, resp. davkovaci in-
tervaly se li5f v zavislosti na indukéni
nebo udrzovaci fazi [é¢by. V obou pfipa-
dech mdize probihat [é¢ba i konkomi-
tantné s imunosupresivy. Cilem |écby
biologiky je navozeni odpovédi pacienta
vedouci k remisi onemocnéni. K posou-
zeni Uc¢innosti |é¢by se vyuziva vySetreni
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klinické, laboratorni vySetfeni krve a sto-
lice - zejména CRP a fekalni kalprotek-
tin, endoskopické vySetfeni a vysetreni
zobrazovacimi metodami (sonografie,
CT, MR). (1,5,6).

Pred zahajenim biologické Iécby

Pred zahajenim biologické |é¢by je nutno
provést screening latentni TBC a v kli-
nické praxi je doporuceno provadét vak-
cinaci proti Streptococcus pneumoniae,
HBYV, eventualné proti chripce. Dale je
vhodné vyloucit pfitomnost bakterie
Clostridium difficile a cytomegalovirové
infekce (1, 5, 6).

Nezadouci ucinky konvencni Ié¢by
a biologické Iécby

Podobné jako u konvencné uzivanych
imunosupresiv mdze i u biologické lécby
dochazet ke vzniku oportunnich infek¢-
nich komplikaci (fungalni, virové, bakteri-
alni). Podavani biologik je spojeno s rizi-
kem indukce tvorby autoprotilatek (napf.
ANA, anti-dsDNA) a je doporucovano
monitorovat také tyto protiladtky vzhle-
dem k moznosti vzniku SLE (systémovy
lupus erythematodes) ¢i jinych forem au-
toimunitnich onemocnéni. Mirné zvysSeni
rizika vyvoje malignit také neni vylou-
ceno (1, 5, 6).

Gravidita a laktace v terapii biolo-
giky

Na rozdil od nékterych konvencnich tera-
peutik (napf. thiopuriny, methotrexat) je
terapie anti-TNFa preparaty (infliximab,
adalimumab) povazovana za bezpecnou
v téhotenstvi i laktaci. Transport placen-
tou béhem 1. a 2. trimestru gravidity je
minimalni, od 26. tydne pak stoupa.
Z tohoto ddvodu je vhodné béhem 3. tri-
mestru biologickou |é¢bu nepodavat, ale

wuwuw.agellab.cz

FARMAKOLOGIE A TOXIKOLOGIE

pokud je pfinos podavani jasné prevazu-
jici nad potencialnim rizikem, lze terapii
biologiky zvazit. Hladiny biologik u novo-
rozence jsou pak az trojndsobné vyssi
nez u matky vzhledem k nedozralému
retikuloendotelovému systému a sni-
zené clearance. Zvysend hladina mQze
u novorozence pretrvavat 6-12 mésicl
a proto je nutné pred jeho ockovanim
stanovit hladinu biologika (pupecnikova
krev) a nepouzivat zivé vakciny do doby
odbourdni |é¢iva z krevniho obéhu.

Adekvatni Udaje o podavéani ustekinu-
mabu ¢i vedolizumabu béhem gravidity
jsou limitované a z divodu bezpecnosti
se doporucuje jejich poddvani v zavis-
losti na zavaznosti onemocnéni v tého-
tenstvi ukoncit (1, 5, 6).

TDM biologik

V klinické praxi rozliSujeme pacienty
s primarni neodpovidavosti na |écby,
tedy primarni non-respondery (10-20%
pacient(), a pacienty, u kterych je relaps
onemocnéni dlsledkem sekundarniho
selhani |é¢by. Pro Gcely rozliSeni primar-
nich non-responder od sekundarniho
selhani |éCby je vyznamné provadét tera-
peutické monitorovani (TDM) biologické
[éCby. V rutinni praxi obvykle sledujeme
terapeutické trough hladiny biologika
(nejnizsi sérové hladiny |éciva pFed poda-
nim dalsi davky). MéFeni vrcholovych hla-
din neni tak vyznamné, nebot pracujeme
prevazné s centradlnim kompartmentem,
jehoz velikost |ze dobfe odhadnout. Pro-
toze monoklonalni protilatky mohou byt
imunogenni, je velmi ddlezité monitoro-
vat vedle trough hladin biologik také
moznou pfitomnost protildtek proti bio-
logiku. V pribéhu let bylo provedeno né-
kolik retrospektivnich studii, na jejichz
zakladé vznikl mezinarodni konsensus
definujici diagnosticky algoritmus, ktery
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doporucuje terapeutické trough hladiny
(zejména pro infliximab a adalimumab)
a cut-off hodnoty pro protilatky. Bylo
prokazano, Ze v pfipadé pfitomnosti
protilatek proti biologiku dochéazi k vy-
znamnym zmeénadm ve farmakokinetice
a to z hlediska zvysené hodnoty clea-
rance a snizené hodnoty biologického
polocasu biologika (1, 5, 6).

NaSe laborator preferuje tzv. proaktivni
pristup TDM, kdy jsou sledovany trough
hladiny biologika se soucasnou detekci
protildtek proti biologiku v pravidelnych
intervalech s cilem v&asného zachyceni
protilatek proti cilené |é¢bé, kdy pod ur-
¢itou cut-off hodnotu lze tuto situaci
zvratit fortifikaci |é¢by nebo zkrdcenim

vsak dominuje reaktivni pfistup TDM,
ktery je provadén Casto az pfi podezieni
na selhavani terapie. K farmakodynamic-
kému selhani mize dojit v situaci, kdy
v patogenezi onemocnéni hraji domi-
nantni roli jiné mediatory zdnétu nez
TNF-a a v laboratofi obvykle sledujeme
terapeutické trough hladiny. V takovém
pripadé je vhodné zameénit preparat ci-
leny na TNF-a za biologikum s jinym me-
chanismem ucinku (napf. infliximab za
vedolizumab, tzv. swap metoda). Farma-
kokinetické selhavani lécby je charakteri-
stické nizkymi trough hladinami biolo-
gika a mU0ze byt zplsobeno vlivem
zvysené clearance |écCiva pfi tézkém za-
nétu, katabolickym stavem organismu,
zvySenou ztratou biologika do stfeva

davkovacich

intervald. V soucasnosti

nebo zvysenou tvorbou protilatek proti

Tab. 1 Ddvkovadni a trough hodnoty biologik uZivanych k Ié¢bé IBD. (*Pro infliximab byla stanovena hodnota
cut-off protildtek, kterd je jiZ ukazatelem nutnosti zménit poddvané biologikum. U ostatnich prepardtd je
uvedena horni mez pracovniho rozsahu dle doporuceni dodavatele, nicméné pro urceni jejich cut-off hodnot je
nutno provést dalsi studie (9))

INFLIXIMAB

(Remicade®)

ADALIMUMAB
(Humira®)

VEDOLIZUMAB
(Entyvio®)

USTEKINUMAB
(Stelara®)

Mechanismus
Gcinku

Chimérickd mono-
klonalni protilatka
IgG1 proti TNFa

Humanni mono-
klonalni protilatka
IgG1 proti TNFa

Humanizovana

monoklonalni pro-

tildtka IgG1 proti
leukocytarnim

integrinovym re-
ceptordm a4B7

Humanni mono-
klonalni protilatka
IgG1 proti podjed-
notce p40 interle-

ukinu12a 13

ZpUsob podani

Infuze

Subkutanni
injekce

Infuze

Infuze / subkutan-
ni injekce

Déavkovani
indukéni faze

0. tyden: 5 mg/kg
2. tyden: 5 mg/kg

poté kazdy 6-8.
tyden

1. den: 2 x 80 mg
15. den: 80 mg

0. tyden: 300 mg
2. tyden: 300 mg
6. tyden: 300 mg

260-520 mgi. v.
infuze

Kazdy 8. tyden:

Davkovani Kazdy 6.-8. tyden: Kazdy druhy Kazdy 8. tyden: Lo
udrzovaci faze 5 mg/kg tyden: 40 mg 300 mg 90 mg ilékatan
2 20-25 mg/I 228 mg/I
. (2. tyden) (2. tyden)
Trough Pladiny >10 mg/l > 5-7 mg/| > 24 mg/| 23,5 mg/|
dukénheéze (6. tyden) (4. tyden) (6. tyden) (8. tyden)
2 3-7 mg/I 213-17 mg/I
(14. tyden) (14. tyden)
Trough hladiny _ _ _ _
udrzovaci faze 2 3-7 mg/I 2 5-8 mg/I 212-14 mg/I 21-4,5 mg/|
Protilatky 288&%{,?;' 160 mg/ml 500 ng/ml 100 AU/m
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biologiku. Takovou situaci |ze FeSit inten-
zifikaci |é¢by nebo zaménou biologika
v rdmci jedné skupiny (tzv. switch me-
toda) nebo vice skupin léciv (infliximab
za adalimumab nebo jiné).

Cilem TDM biologik je dosazeni dobré
korelace mezi koncentraci |écCiva a klinic-
kym U(cinkem, tedy optimalizace Ucin-
nosti a bezpecnosti |é¢by, prodlouzeni
doby remise, zamezeni relapsu onemoc-
néni a v neposledni Fadé zlepSeni farma-
koekonomické situace.

Dosavadni vysledky nasi laboratofe uka-
Zuji, Ze vice nez polovina pacient( v udr-
zovaci fazi terapie infliximabem nema
individualizované davkovani a nedosa-
huje tak doporucenych trough hladin
(2 3 mg/l; Obr. 3). V pfipadé adalimum-
abu je situace podobn3d, procento paci-
entd s nedostacujicimi hladinami éku
pred podadnim vSak nepfesahuje hod-
notu 50 %. Vzhledem k témto ziskanym
vysledkdm povaZujeme proaktivni pfi-
stup TDM za klicovy ke zlepSeni individu-
alizované terapie.

Kazuistika TDM infiliximabu a proti-
latek

U pacientky (Zena, 32 let) lécené s Cro-
hnovou chorobou infliximabem konkomi-
tantné s azathioprinem bylo nastaveno

FARMAKOLOGIE A TOXIKOLOGIE

davkovani 5 mg/kg infliximabu co
8 tydn(. V pravidelnych intervalech pak
byly méfeny trough hodnoty |écCiva
vCetné protildtek (obr. 4). Soucasné byly
stanovovany hodnoty CRP a fekalniho
kalprotektinu (tabulka 2). V prvnich 20
meésicich se trough hladina infliximabu
pohybovala v doporuc¢enych mezich, nic-
meéneé jiz ve 27. mésici byl pozorovan po-
kles trough hladiny. Ve 33. mésici byl

tento pokles jiz vyznamny a zarovef
byly pozorovany zvySujici se hladiny pro-
tildtek, které v 27. mésici jesté nebylo
mozné detekovat (vliv non-neutralizuji-
cich imunokomplex(). Zaroven byly ve
33. meésici naméreny vysoké hodnoty
CRP i fekalniho kalprotektinu. Proto byla
od 33. mésice davka infliximabu fortifi-
kovana na 7 mg/kg, ¢imz se podafilo sni-
zit koncentraci protilatek proti inflixi-
mabu, dosdhnout terapeutickych trough
hladin infliximabu a fyziologickych hod-
not CRP a kalprotektinu. Toto davkovani
bylo uc¢inné do 51. mésice, kdy doslo
k opétovnému narlstu protildtek a v 57.
mesici jiz koncentrace protilatek prFe-
sahla hodnotu cut off. V takovém pfi-
padeé jiz nemélo vyznam v terapii inflixi-
mabem pokracovat a bylo nutné zaménit
biologikum za jiné metodou switch nebo
swap.

Obr. 3 Namérené trough hladiny v udrZovaci fdzi lécby vybranych skupin pacientd lécenych inflixima-

bem (698 pacientd) a adalimumabem (365 pacientd)

Relativni frekvence (%)
s 5] o
T
A Y
r4

Relativni frekvence (%)
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Obr. 4 Namérené hladiny infliximabu a jeho protilatek v daném ¢asovém rozmezi u vybrané pacient-
ky s CD

I
I

3,5

Infliximab (mg/l)

Casovy ramec (mésice)

0

10 20

30

Anti-Infliximab (mg/)

0 10 20

Casovy rémec (mésice)

40 50 60

Tab. 2 Sledované parametry u vybrané pacienty s CD v asovém rozmezi 57 mésict

Infliximab Infliximab- CRP Kalprotektin Davka
(mg/1) protilatky (ug/l) (mg/l) (ug/g) (mg/kg)
2 4,02 0,5 15 263 5
8 3,85 0,5 17 X 5
14 3,92 0,5 3 X 5
20 4,1 0,5 8 78 5
27 2,63 0,5 15 X 5
33 0,74 35 43 320 7
35 1,82 86 25 X 7
39 3,22 5 12 X 7
45 3,05 11 3 32 7
51 3,43 44 7 X 7
57 0,25 480 20 220 0
Zaveér Co nabizime
TDM biologické |é¢by se provadi  ELISA metodou stanovujeme hladiny in-
zpravidla pfed dalsim podanim léku  fliximabu, adalimumabu, vedolizumabu
(sledovani trough hladin). Proaktivni  a ustekinumabu vcetné protildtek. V za-

TDM s vcasnou detekci protilatek proti
biologiku zvySuje bezpecnost a Gcinnost
terapie a ma také jednoznacny pfinos
z hlediska optimalizace |éc¢by, remise
onemocnéni, zabranéni relapsu a farma-
koekonomiky.
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vislosti na poptavce vySetfeni jsme
schopni nase portfolio obohatit o stano-
vovani hladin a protilatek dalSich prepa-
rétl pouzivanych k [é¢bé nejen IBD one-
mocnéni, véetné konzultaci.
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Rezistence a naduzivani ATB

MUDr. Vaclava Adamkova, Ph.D.

Infek¢éni onemocnéni provazela lidstvo po celou dobu jeho existence, protoze mikroorga-
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Obr. 1 ATB rezistence
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Objev penicilinu a jeho uvedeni do praxe
béhem druhé svétové vélky znamenaly
obrovsky prilom v mediciné. Avsak jiz
sir Alexander Fleming v roce 1945 bé-
hem své predndasky u pfilezitosti udéleni
Nobelovy ceny upozornil na fakt, Ze neni
obtizné ,udélat” bakterii rezistentni
k penicilinu. ,Ta doba pry nastane, azZ si
lidstvo bude moci koupit penicilin v ob-
chodé a c¢lovék diky své neznalosti a ig-
norantstvi si antibiotikum poddadvkuje,
pricemz tato expozice subinhibicnim
davkam povede k selekci rezistentnich
bakterii” (1). Jeho slova se zdhy potvr-
dila. Objeveni se a rychlé sifeni rezis-
tentnich bakterii béhem poslednich dvou
dekad nam odkrylo hloubku naSich ne-
znalosti o evoluci bakteridlni rezistence

E
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a ekologickych procesech uvniti mikrobi-
alni populace. Masivni nardst rezistence
v poslednich letech je spolu s omeze-
nym spektrem novych Gc¢innych antibio-
tik divodem zamyslet se nad racional-
nim pristupem k antiinfekeni terapii (2).

Determinanty rezistence cirkuluji v mik-
robiomu miliony let a existovaly i pred
érou komercné pfipravovanych antibio-
tik, jak dokladaji metagenomické analyzy
pravéké DNA z permafrostu, které iden-
tifikovaly geny kéduijici rezistenci k beta-
laktamdm, tetracyklinm a glykopepti-
ddm; a tyto geny jsou velmi podobné
gendm dnes izolovanym od rezistent-
nich bakterii vyvolavajicich infekce spo-
jené s poskytovanou zdravotni péci (3).

Role antibiotik

Slovo antibiotikum jako podstatné
jméno pouzil poprvé v roce 1941 Sel-
man Waksman pro popis malych molekul
produkovanych mikroorganismy, které

antagonizuji rdst ostatnich mikrobd (4).

Dnes je antibiotikum definovano jako
substance biologického, semisyntetic-
kého nebo syntetického plvodu, kterd
vykazuje selektivni toxicitu proti bakte-
rim a je tudiz potencidlné pouzitelna
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k lé¢bé infekci. Dezinfience a antiseptika
nejsou do této definice zahrnuta.

Avsak molekuly s antibakterialni aktivi-
tou zde existovaly od nepaméti. Pro-
dukce antibiotik mikroorganismy je ne-
smirné slozity metabolicky proces, kdy
jsou do syntézy jednotlivych molekul za-
hrnuty enzymaticky katalyzované pro-
cesy syntézy bilkovin ¢ mastnych kyse-
lin. Napfiklad penicilin je odvozeny od
tripeptidu tvorfeného cysteinem, valinem
a alfa-aminoadipatem. Tyto peptidové
prekurzory jsou posttranslacné modifi-
kovany do finalni podoby. Biosyntéza
tetracyklinu je Uzce spojend se syntézou
mastnych kyselin a zakladni stavebni
molekulou streptomycinu je sacharidovy
monomer. Lze Ffict, Ze biosyntéza anti-
biotik je modularnim procesem a pozme-
néni jakéhokoliv modulu ma za nasledek
diametralné odlisny produkt. Zaroven je
tfeba si uvédomit, Zze geny, které koduji
tyto biosyntetické procesy a ostatni
sekundarni metabolity, paralelné koduji
i mechanismy rezistence. Tyto geny se
Siff horizontalng, a proto snadno dochazi
k prenosu rezistence i na ostatni mikro-
organismy v okoli.

Je tedy zfejmé, ze aby mohly mikroorga-
nismy, resp. bakterie prezit do soucas-
nosti, tak si musely vytvofit obranné
mechanismy, mezi které patfi mimo jiné
i odolnost vUidi latkdm s antibakteridlnim
pdsobenim, které se v prostfedi pfiro-

zené vyskytuji.

Evoluce bakterialni rezistence je slozitd
a to, Ze ji plné nechdpeme, je dano pre-
devsim nasi primarni neznalosti role an-
tibiotik v pfirodé (5).

My vime, co mohou antibiotika udélat

pro nas (boj s infekénimi chorobami), ale
proc¢ jsou dllezitd pro produkujici mikro-
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organismy? Dle nejnovéjsich studii je pa-
trné, Ze v koncentracich vyrazné nizsich,
nez jsou nutné k inhibici rdstu ostatnich
bakterii, mohou antibiotika modulovat
transkrip¢ni profil cilovych bakterii. Tudiz
je lze oznacit za signalni molekuly, které
dokadZou ,zabijet” bakterie, jsou-li apliko-
vany v nepfirozené vysokych koncentra-
cich.

Z tohoto uhlu pohledu produkty gend re-
zistence spise tlumi vysilanou informaci,
nez ze by poskytovaly néjakou ochranu

dané bakterii. Kratce receno, nevime nic
o ekologické roli molekul, které nazy-
vame antibiotiky (6).

Zjednodusené lze rict, ze lidstvo
svym nezodpovédnym pristupem
k pouzivani antibiotik rezistenci ne-
vytvorilo, ale vgrazné umoznilo jeji
rozsireni mezi bakteriemi.

Multirezistentni bakterie

Dlouhou dobu byla antibiotika vnimana
jako zcela bezpecné |éciva, kterd vymyti
bakteridlni infekce, ale tak tomu neni
a ani z podstaty véci byt nemdze. Dnes
se stale vice hovofi o narlstajicim poctu
pacientl, ktefi zemfou v dUsledku in-
fekce vyvolané rezistentni bakterii. To je
sice fakt, ale zavadéjici, nebot samotna
rezistence v0c¢i antibiotiku neni pfici-
nou vzniku infekce. Problém je, Ze paci-
ent nemusi dostat Ucinna antibiotika,
protoze lékar nevi, ze plvodce infekce
neni citlivy na bézné pouzivana antibio-
tika, a pak |éc¢ba selhdva a pacient mize
zemiit.

Posledni dekdda pfinesla signifikantni
narlst rezistence napfi¢ celym bakterial-
nim spektrem a bakterie sdruzené pod
akronym ESCAPE (vankomycin rezis-
tentni enterokoky, meticilin rezistentni
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Obr. 2 Laboratorni analyza bakterii

S. aureus, Clostridium difficile, Acineto-
bacter baumanii, Pseudomonas aerugi-
nosa, enterobakterie produkujici Siro-
kospektré beta-laktamazy i
karbapenemazy) se staly skutecnou

hrozbou pro zdravi celé populace (7).

Nejenom Ze se zvySuje incidence téchto
bakterii jako plvodcl infekci, ale zaro-
ven se signifikantné zvysuje jejich rezis-
tence a tim i morbidita a mortalita v po-
rovnani s infekcemi vyvolanymi citlivymi
kmeny téchto bakterii. V pripadé infekci
vyvolanych témito multirezistentnimi
bakteriemi je dokumentovano opozdéni
zahajeni adekvatni antibiotické |écby az
o 5 dnd, coz je spojeno s vyssi mortali-
tou predevsim u pacientl v intenzivni
péci, kde kazda hodina zpozdéni rapidné
sniZuje Sance na preziti (8). Proto je du-
lezité optimalizovat pouzivani antibiotik,
zrychlit laboratorni diagnostiku, aby se
adekvatni |écba zah3djila co nejdfive.
A zejména je tieba vlas identifikovat pa-
cienty, u kterych by se mohly tyto multi-
rezistentni kmeny vyskytnout, a to na
z3kladé znalosti rizikovych faktor( sdru-
zenych s jejich vyskytem.

NarUstajici problém s antibakteridlni re-
zistenci vede k potfebé a nutnosti
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spravné klasifikace a definice jednotli-
vych rezistentnich infekénich agens,
proto Evropska spolec¢nost klinické mik-
robiologie a infek&nich chorob vydala na-
vrh standardnich defini¢nich kritérii pro
bakterie se ziskanou rezistenci. Jako
MDR (multidrug-resistant) jsou defino-
vany bakterie, které ziskaly necitlivost
alespon ke tfem rlznym skupinam anti-
biotik, do kategorie XDR (extensively
drug-resistant) patfi bakterie se zacho-
valou citlivosti k jedné, maximalné
dvéma skupindm antibiotik a8 PDR (pan-
drug-resistant) zahrnuji bakterie necit-
livé vici vsem stdvajicim kategoriim anti-
biotik (9).

Pocet infekci vyvolanych bakteriemi rezi-
stentnimi na bézné uzivana antibiotika
se celosvétové zvysuje (10).

Rezistence bakterii k antibiotikim

Pri prilezitosti Svétového dne zdravi
v roce 2011 Feditelka Svétové zdravot-
nické organizace varovala pfed narlsta-
jici rezistenci s tim, Ze svét mifi k po-
stantibiotické éfe, kterou pozdéji nazvala
.the end of modern medicine as we
know it” (11,12).
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Aby byla zachovana Uc¢innost stavajicich
antibiotik a s tim souvisejici moznost
efektivni &by, je nezbytna aktivni spo-
luprace klinik@ a mikrobiologd v monito-
rovani a predikci vyskytu rezistence.
Systematicky provadéna surveillance
umoznuje sledovat dlouhodobé trendy
vyvoje rezistence i vyhodnotit dopady
intervencnich opatfeni zamérFenych na
snizeni vyskytu a Sifeni rezistentnich
bakterii (13). V roce 2015 Svétova zdra-
votnickd organizace pfipravila globalni
akeni pladn, kde je surveillance antimikro-
bidlni rezistence zminovadna jako z3-
kladni kéamen kontroly AMR (Antimicro-
bial Resistance) (14).

Problém nar(stajici rezistence je alarmu-
jici o to vice, ze v preklinickém vyzkumu
je jen velmi malo novych Gc¢innych mo-
lekul, a nelze proto v blizké budoucnosti
oCekdvat zdsadni rozsifeni soucasného
spektra dostupnych antibiotik (15).

Nadmeérnd spotfeba antibiotik zvySuje
pravdépodobnost selekce rezistentnich
kmend nejen u léceného jedince, ale na-
sledné vede i k nardstu rezistence na lo-
kalni Urovni. V klinické praxi se u kriticky
nemocnych s nadmérnym a neindikova-
nym podavanim antibiotické |é¢by setka-
vame Casto. Za hlavni pficinu antibio-
tické polypragmazie je povazovana
obava z prodleni zahajeni empirické tera-
pie nebo podani nelcinnych antibiotik,
nebot neadekvatni a pozdé zahdjend an-
tibioticka terapie je faktorem zvysujicim
morbiditu i mortalitu kriticky nemocnych.
Proto je u pacientl s predpokladanou
nebo prokazanou infekci doporucovano
¢asné zahajeni |écby antibiotikem s co
rapie), nicméné je tfeba se vyvarovat ne-
adekvatné dlouhého podavani Siro-
kospektrych antibiotik bez provedeni
cilené Upravy dle mikrobiologickych né-
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lezd (16).

Z klinického pohledu je alarmujici skutec-
nost, ze dochazi jak k vzestupu poctu
infekci vyvolanych rezistentnimi bakteri-
alnimi kmeny, tak k signifikantnimu zvy-
Sovani poctu antibiotik, ke kterym jsou
uvedené bakterie rezistentni. Infekce vy-
volané multirezistentnimi kmeny jsou
v porovnani s infekcemi vyvolanymi citli-
vymi kmeny spojeny s vyznamné vyssi
morbiditou i mortalitou, ne vSak proto,
7e by rezistence k antibiotikdm byla fak-
torem virulence, ale proto, Ze neni 4¢inna
|écba zahajena veas (17, 18, 19). Opoz-
déni adekvatni antibiotické terapie je pfi-
tom u kriticky nemocnych spojeno
s vySsi mortalitou, riziko nepfiznivého
klinického vyvoje a umrti stoupa de facto
umérné s kazdou hodinou opozdéni (20).
Adekvatni a racionalni antibioticka tera-
pie proto vyzaduje:

m senzitivnhi a specifickou laboratorni
diagnostiku k potvrzeni infek&ni etio-
logie stavu (biomarkery infekce);

m VvCasné a spravné provedené mikro-
biologické vysetfeni k ¢asné identifi-
kaci vyvolavajiciho agens (pfipadné
molekularni diagnostika patogenu);

m odpovidajici empirickou antibiotickou
|écbu (Sirokospektré antibiotikum a/
nebo jejich kombinace, ¢asna apli-
kace, adekvatni davkovani, umérnad
doba podavani);

B a v neposledni fadé identifikaci paci-
entskych rizikovych faktorl spoje-
nych s vyssim vyskytem infekci vyvo-
lanych multirezistentnimi kmeny (21).

Z téchto ddvodd jsou do empirické anti-
mikrobidlni terapie stéle Castéji zahrno-
vany dalsi faktory, vcetné lokalni Urovné
rezistence nejcastéji izolovanych po-
vodcy, které by mély vést k tomu, Ze za-
hajena [éCba bude co nejucinngjsi. Mnohé
mikrobiologické laboratore proto posky-
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tuji klinickym pracovistim pravidelné tzv.
kumulativni antibiogramy, které jsou ne-
dilnou soucasti antibiotického steward-
shipu (ABS).

Kumulativni antibiogramy

Kumulativni antibiogram m0ze byt defi-
novan jako prehled vyskytu rezistence
k jednotlivym antibiotikdm u bakterii izo-
lovanych z biologického materidlu paci-
enta (22).

Uzite¢nost kumulativnich antibiogram(
zavisi predevsim na robustnich vstup-
nich datech (tj. standardizované testo-
vani citlivosti k bakterii k antibiotikdm)
stejné jako na transparentnosti a shod-
ném vytvareni antibiogram napfic riz-
nymi mikrobiologickymi laboratofemi
(23, 24).

Spolehlivé  kumulativni  antibiogramy
mohou vyrazné pomaoci jak pfi zamezeni
nespravné volby antibiotika, tak pfi sni-
zeni excesivniho pouzivani Sirokospek-
trych antibiotik v okamziku, kdy u kon-
krétniho pacienta vysledky
mikrobiologického vysetieni a stanoveni
citlivosti na antibiotika je5té nejsou
k dispozici (25).

Kumulativni antibiogramy by mély byt
pravidelné poskytovany nejenom Kklinic-
kym ékarm, kterym slouZi jako podklad
pfi volbé vhodného antibiotika, ale zaro-
ven i ¢lendm nemocni¢nich ABS tymd,
ktefi by méli na jejich podkladé zavcas
odhalit problém narlstajici bakterialni
rezistence i objeveni se nového feno-
typu rezistence. Surveillance bakterialni
rezistence musi byt provadéna ve spolu-
praci klinického mikrobiologa a ABS
tymu (23). Objeveni neobvyklého feno-
typu rezistence je z mikrobiologického
hlediska velmi zajimavé, ne vzdy se vsak
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jednd o potvrzeny prfipad, ale pouze
o interpretacni ¢&i laboratorni chybu, kte-
rou spravné vytvarené antibiogramy
mohou relativné snadno odhalit. Zde je
zcela nezastupitelna role klinického mik-
robiologa, ktery novy ¢i atypicky fenotyp
objevi v ramci denni praxe a oveéfi, zdali
je tento opravdu spravny, vétSinou kon-
firmaci v Narodni referencni laboratofi
pro antibiotika, a ndlez je poté referovan
(26). Jestlize se ale pfijde na takovyto
vysledek aZz v ramci hodnoceni zpracova-
ného kumulativniho antibiogramu, tak
se pravdépodobné jedna o chybu, ktera
byla prehlédnuta v rutinnim provozu
(27). Eliminace chyb je mozna pouze pra-
videlnou analyzou dat a kontrolou dodr-
zovani doporuceni pro pfipravu kumula-
tivnich antibiogram@, coz neni vzdy
Uplné jednoduché. Zapantis a kol. (28)
analyzou 209 kumulativnich antibio-
gramd odhalili 14 % ,neobvyklych” vy-
sledkd, jako napf. enterokoky citlivé k ce-
falosporindm nebo kmeny
Stenotrophomonas maltophilia citlivé
k imipenemu. Obdobna zjisténi byla kon-
firmovana i dalsimi autory (23, 27).
Castou chybou, nejenom pfi tvorbé ku-
mulativnich antibiogramd, je téZ repor-
tovédni nedoporuc¢enych kombinaci pd-
vodce-antibiotikum, jako napfiklad
Pseudomonas aeruginosa - cotrimoxa-
zol nebo Enterobacter cloacae complex
- potencovany aminopenicilin (23), coz
vede k zavddéjicimu dojmu vy-
s kytu multirezistentnich kmend, acko-
liv se jednd o tzv. pfirozené (primarni)
rezistence.

Na druhou stranu dlouhodoba analyza
lokalnich  kumulativnich antibiogram(
umoznuje laboratofi aktivni pFistup k se-
lektivnimu sdélovani vysledkd, coz je
jednou ze soucasti ABS a je doporuco-
vano odbornymi spole¢nostmi jako ddile-

zity faktor ovliviujici preskripci antibio-
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tik. Presto mnoho laboratofi stale po-
skytuje plné vysledky vsech testovanych
antibiotik, v¢etné nedoporucenych kom-
binaci patogen-antibiotikum, coz maze
vést ke zbytecnému naduzivani Siro-
kospektrych antibiotik, zvlasté v pfipa-
dech klinicky méné zavaznych infekci vy-
volanych dobfe citlivymi kmeny bakterii,
napf. infekce dolnich mocovych cest
a terapie fluorovanymi chinolony ¢i cefa-
losporiny vyssich generaci (29, 30, 31).

Spotreba antibiotik a rezistence

Faktor( podilejicich se na vzniku a roz-
voji rezistence bakterii k antibiotikim je
celd Fada, ale zcela nepopiratelny vliv
hraje spotfeba antibiotik (32, 33).

Pravdépodobny vliv na enormni narlst
rezistence E. coli k potencovanym ami-
nopenicilindm v nasich narodnich datech
[ze spatfovat i v narlstu spotreby chré-
nénych penicilind v CR, kdy v roce 2008
byla jejich spotfeba 3,7 DDD na 1 000
obyvatel/den a v roce 2018 jiz 5 DDD
na 1 000 obyvatel/den, v porovnani
s nékterymi jinymi evropskymi staty je
tento narlst az padeséatindsobné vyssi,
napfiklad v Norsku v roce 2018 byla
spotfeba chradnénych penicilind pouze
0,1 DDD na 1 000 obyvatel/den a v Né-
mecku 0,58 DDD na 1 000 obyvatel/
den (34).

Antibioticky stewardship (ABS) -
systematicky a optimalizovany pri-
stup, ktery definuje spravné pouzi-
vani antimikrobidlnich Ilatek
v zdravotnim systému s cilem za-
branit naduzivani antibiotik, odda-
lit nastup rezistentnich kmenu bak-
terii a zvysit bezpecnost a ucinnost
antimikrobialni Iécby.
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Zaver

Co s tim? Kazdy z nds, at jiz pacient,
nebo lékaf, by si mél uvédomit, Zze anti-
biotika jsou obrovskym pfirodnim dédic-
tvim, a mél by se k nim chovat tak, aby
jejich ucinnost byla zachovana i pro pristi
generace. Je tfeba se vyvarovat nepri-
meérfené dlouhého podavani antibiotik
bez nasledné Upravy dle dostupnych kli-
nickych a laboratornich nalez(. Znalost
lokalni epidemiologické situace je esenci-
alni pro optimalizaci vhodné antibiotické
[é¢by, na druhou stranu i pfi vysokém
podilu vyskytu rezistentnich kmen0 ne-
lze antibiotickou terapii pauSalizovat.
Antibioticky stewardship se tak stava
etickym imperativem v éfe multirezis-
tentnich mikroorganisma.

Pro praxi

B Antibiotika nejsou antipyretika -
pouze zvysena teplota neni indikaci
k pfedepsani antibiotik.

B Pred zahdjenim antibiotické |éCby se
pokusit zajistit klinicky validni mate-
ridl pro detekci plvodce.

B Jestlize antibioticka terapie nevyka-
Zuje zadny acinek za 3-4 dny, tj. 72-
96 hodin (s vyjimkou infekéni endo-
karditidy), je tfeba zvazit nasledujici
moznosti: nevhodna volba antibio-
tika; antibiotikum nedosahuje dosta-
te¢nou koncentraci v misté probiha-
jici infekce; Spatnd identifikace
pUvodce (viry, kvasinky); lékova ho-
recka.

B Jestlize neni antibiotickd terapie ne-
zbytna, okamzité ukoncit jeji poda-
vani - ¢im déle jsou antibiotika poda-
vana, tim vyssi je riziko nezadoucich
G¢inkd, toxicity a selekce rezistence.
Mnoha lokalné podavanad antibiotika
mohou byt nahrazena antiseptiky.

B Termin ,citlivy” v antibiogramu ne-
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musi nutné znamenat, Ze antibioti- m Spravny odbér a transport materialu
kum bude klinicky Gc¢inné - az 20 % do laboratofe jsou esencialni pro
vysledk(d vykazuje faleSnou pozitivitu spravnou diagnostiku a néaslednou
¢i negativitu; ne vsechny laboratofe volbu antibiotické |écby.

pouzivaji standardizované postupy/

metody.
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Komplexni panel kostnich markerd

Pro management metabolickych poruch kosti

B-CrossLaps (CTX)

referencni marker kostni resorpce™? Nové doporuéeno

CSKBa SMOS
Total PINP

CLS JEP™™
referencni marker kostni novotvorby ™3

N-MID Osteocalcin

marker celkového kostniho obratu ™4

25-0OH Vitamin D Total lll

marker koncentrace celkového 25-OH vitaminu D®

Calcitonin
marker poruch $titné zZlazy a pristitnych télisek®

ALP

marker koncentrace celkové alkalické fosfatazy™

PTHaPTH[1-84]
markery pro urceni pficin hyperkalcemie
a hypokalcemie?®

Referencni markery dle Mezinarodni nadace pro osteoporézu (IOF)
a Mezinarodni federace klinické chemie a laboratorni mediciny (IFCC)

** Podle Mezinarodni federace klinické chemie a laboratorni mediciny (IFCC)

#+ Ceska spolecnost klinické biochemie a Spole&nost pro metabolicka onemocnéni
skeletu Ceské [ékar'ské spolecnosti Jana Evangelisty Purkyné

Reference: 1. Pikner R et al. Clin Osteol 2020; 25(2): 65-82. 2. Metodicky list Elecsys® B-CrossLaps/serum. 2021-04, V 1.0. 3. Metodicky list Elecsys® total PINP. 2021-10, V 6.0. 4. Metodicky list Elecsys® N-MID
Osteocalcin. 2021-11, V 6.0. 5. Metodicky list Elecsys® Vitamin D totallll. 2021-03, V 1.0. 6. Metodicky list Elecsys® Calcitonin. 2021-09, V 4.0. 7. Metodicky list ALP2. 2021-11, V 14.0. 8. Metodicke listy Elecsys® PTH
2020-03,V 2.0.a PTH (1-84) 2022-01, V 2.0.

COBAS a ELECSYS jsou ochranné znamky spole¢nosti Roche.
Reagencni soupravy Elecsys® jsou diagnostické zdravotnické prostredky in vitro. Elecsys® B-CrossLaps/serum je urcen pro imunochemickeé kvantitativni stanoveni degradac¢nich produktd kolagenu typu | v lidském séru
a plazmé jako pomUcka pfi hodnoceni resorpce kosti. Test lze pouzit jako pomtcku pfi sledovani antiresorpénich terapii u pacientl s osteopordzou. Méfici rozsah 0,01-6,00 ng/mL. Elecsys® total PINP je uréen pro imu-
nochemické kvantitativni stanoveni celkového P1NP v lidském séru a plazmé jako pomiicka k monitorovani lé¢by osteopordzy a Pagetovy choroby. Méfici rozsah 5-1200 ng/ml. Elecsys® N-MID Osteocalcin je uréen pro
kontrolu G¢innosti antiresorpéni terapie, napf: u pacientd s osteoporézou nebo hyperkalcemii. Méfici rozsah 0,5-300 ng/ml. Elecsys® Vitamin D total Il je uren pro kvantitativni stanoveni celkového 25-hydroxyvitaminu
D v lidském séru a plazmé. Test je uréen jako pomUcka pro posouzeni dostatku vitaminu D. Méfici rozsah 3,00-120 ng/ml. Celkova doba stanoveni 27 minut. Opakovatelnost a mezilehld preciznost se lisi dle typu ana-
lyzatoru. Elecsys® Calcitonin je uréen pro imunochemickeé kvantitativni stanoveni lidského kalcitoninu v lidském séru a plazmé. Test lze pouzit jako pomUcku pfi diagnostice a [é¢bé onemocnéni $titné zlazy a pristitnych
télisek. Mérici rozsah 0,5-2000 pg/ml. Elecsys® PTH je ur¢en pro imunochemické kvantitativni stanoveni intaktniho parathormonu v lidském séru a plazmé. Test lze pouzit pro diferencidlni diagnostiku hyperkalcemie
a hypokalcemie. Méfici rozsah 1,2-5000 pg/ml. Elecsys® PTH (1-84) je uréen pro imunochemické kvantitativni stanoveni biointaktniho parathormonu PTH (1-84) v lidském séru a plazmé. Test lze pouzit pro diferencialni
diagnostiku hyperkalcemie a hypokalcemie. Méfici rozsah 5,5-2300 pg/ml. Elektrochemiluminiscenéni imunostanoveni Elecsys® jsou urceny pro pouziti na automatickych analyzatorech cobas e. Reagenéni souprava
ALP?2 je diagnosticky zdravotnicky prostiiedek in vitro. Test je ur¢en pro fotometrické kvantitativni stanoveni alkalické fosfatézy (ALP) v lidském séru a plazmé. Vzestup aktivity ALP nastava u cholestazy, pfi onemocnénich
kosterniho systému, u zlomenin a malignich nadord. Aktivita ALP roste také u déti a mladistvych. Stanoveni se provadi na systémech Roche/Hitachi cobas c. Méfici rozsah 5-1200 U/L.
Vysledky testl je nutné interpretovat v kontextu klinického stavu a anamnézy pacienta. Ur¢eny k pouziti odborniky ve zdravotnictvi. Vice informaci najdete na go.roche.com/Navody.

ROCHE s.r.o., Diagnostics Division, Na Valentince 3336/4, 150 00 Praha 5
© Roche, www.roche-diagnostics.cz, 05/2022
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Roche Kardio trio

Unikatni kombinace 3 biomarkeru
rozsiruje moznosti komplexni
diagnostiky poSkozeni myokardu™’

Reference: 1. Metodicky list Elecsys® GDF-15, 2021-11, V 4.0 2. Metodicky list Elecsys® proBNP Il, 2022-02, V 3.0 3. Metodicky list Elecsys® Troponin T, 2021-08, V 2.0 4. Schwinger R. Cardiovasc
Diagn Ther 2021;11(1):263-276. 5. Mishra, PK. et al. Am J Physiol Heart Circ Physiol 2019; 317: H891-H922. 6. Wu MY. et al. Cell Physiol Biochem 2018;46:1650-16. 7. Michalak M. and Agellon LB. Front.
Cardiovasc. Med. 2019;5:168. 8. Demisseiet BG. et al. European Journal of Heart Failure 2017;19, 1001-1010. 9. McDonaugh B. and Whyte MB. EMJ Cardiol. 2020;8[1]:97-10.

COBAS a ELECSYS jsou ochranné znamky spolec¢nosti Roche.

Reagencnisouprava Elecsys® proBNP Il je diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro. Test je ur¢en pro
imunochemické kvantitativni stanoveni N terminalniho natriuretického propeptidu typu B v lidském séru
aplazmé. Test [ze pouzit pfi diagnostice kongestivniho srdec¢niho selhani, pfi detekci mirnych forem kardi-
alnich dysfunkei, ke stratifikaci rizika u akutniho koronarniho syndromu a kongestivniho srdecniho selhani,
pii monitorovani pribéhu lé¢by pacientd s dysfunkei levé komory, pfi hodnoceni kardiovaskularniho rizika
uDM 2. typu, pfiidentifikaci rizikovych pacient s DM 2. typu bez znamych kardiovaskularnich onemocnéni
vanamnéze k optimalizaci kardioprotektivni [é¢by a k identifikaci star$ich jedinct s vysokym rizikem fibri-
lace sini. Rozsah méfeni 5-35 000 pg/ml nebo 0,6-4130 pmol/L.

Reagencni souprava Elecsys® GDF-15 je diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro. Test je urcen
proimunochemické kvantitativni stanoveni riistového diferenciacniho faktoru-15 (GDF-15) v lidském séru
a plazmé. Test lze pouzit pfi stratifikaci rizika u pacientd s akutnim koronarnim syndromem nebo chronic-
kym srdecnim selhanim a pfi predikci rizika zavazného krvaceni u pacientd s fibrilaci sini. Rozsah mérenti
400-20 000 pg/mL.

ROCHE s.r.0., Diagnostics Division, Na Valentince 3336/4, 150 00 Praha 5
© Roche, www.roche-diagnostics.cz, 05/2022

Reagencni souprava Elecsys® Troponin T hs je diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro. Souprava
slouzi pro imunochemické kvantitativni stanoveni srdecniho troponinu T v lidském séru a plazmé. Stano-
veni [ze pouzit pfi diferencidlni diagnostice akutniho koronarniho syndromu (AKS), pfi stratifikaci rizika
u pacientd s AKS a pro odhad srde¢niho rizika u pacientt s chronickym renalnim selhanim. Stanoveni déle
slouzi k odhadu perioperacniho rizika srdecnich prihod pred nekardialni operaci, pro diagnostiku periope-
raéniho infarktu myokardu a poskozeni myokardu po nekardialni operaci. Rozsah méfeni 3-10 000 pg/mL.

Imunostanoveni uvedenych biomarker( se provadi metodou elektrochemiluminiscence na automatickych

analyzatorech cobas e. Vysledky stanoveni je nutné interpretovat v kontextu klinického stavu a anamnézy
pacienta.

Uréeno k pouziti odborniky ve zdravotnictvi. Potfebujete-li vice informaci, ¢téte prosim potfebné
metodickeé listy, navod k pouziti prislusného analyzatoru a jednotlivé aplikacni listy, které najdete
na go.roche.com/Navody.
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Adam Fojtik

Karcinom prostaty je jednim z nej¢astéjsich karcinom@ u muzd, jeho vyskyt je vazan na veék
a vysoké riziko predstavuje rodinnd anamnéza tohoto onemocnéni. Laboratore AGEL se
snazi pomoci s prevenci tohoto onemocnéni a pomoci bezplatné a rychlé formy vysSetreni
zachytit potencionalni vyskyt onemocnéni.

Movember 2021

Prostate cancer is one of the most common cancers in men, its incidence is linked to age,
and a family history of this disease poses a high risk. Laboratofe AGEL try to help with the
prevention of this disease and to detect the potential occurrence of the disease using a free
and quick form of examination.

Kli¢ova slova:

PSA (prostaticky spe-
cificky antigen)

PHI (index zdravi

prostaty)

karcinom prostaty
statistika karcinomu

prostaty
Movember

Key words:
herpes viruses

covid-19
HSV-1
RT-PCR
pneumonitis

Po roc¢ni pauze, kdy jsme se vroce 2020
snazili vyhnout kumulaci lidi na odbéro-
vych mistech z dvodu pandemie one-
mocnéni covid-19, se v listopadu 2021
uskutecnila opét akce Movember. Pfi
této prilezitosti jsme nabidli muzské
¢asti populace vysetreni parametr( pro-
staty. Zdarma, bez rozdilu véku, bylo z&-
jemcdm vySetfeno PSA (prostaticky
specificky antigen). V pfipadé, Ze byla
hodnota vyssi nez 1,6pg/l (hg/ml), labo-
ratof automaticky vysetfila fPSA (volna
frakce PSA) a p2PSA (forma fPSA - pro-
PSA). Z téchto tif hodnot je pak mozné
vypocitat PHI (index zdravi prostaty)
a na jeho zakladé nasmérovat nékteré
pacienty ke konzultaci k jejich praktic-
kym |ékaflm. V pripadé nejasnosti je
pravé konzultace u |ékafe zdsadni. Jako
laboratof jsme schopni garantovat
spravnost vysledk( a objasnit, jestli jsou

INLAB - ODBORNY CASOPIS SIiTE LABORATORI AGELLAB - IV / 2022

v norme, pfipadné v nékteré z patologic-
kych hladin. Samotny vysledek PHI je di-
lezity v kombinaci s dalsimi vySetfovacimi
a zobrazovacimi metodami, klinickym sta-
vem pacienta, pfipadné rodinnou anam-
nézou. Samotna laboratorni interpretace
mUZe byt zavadéjici a nemusi odpovidat
stavu pacienta.

U hodnot PSA nizsich nez 1,6 pg/l (ng/
ml), hrozi pfi zméreni a vypoctu PHI fa-
lesné pozitivni vysledek (chyba malych

Cisel) a s tim spojené ,stresujici” vysledky
v rukou pacientd.

V pribéhu akce byly vzorky ze vSech od-
bérovych mist svazeny do tfi laboratoff,
které vysetreni provadély. Jednalo se
o AGEL Stfedomoravska nemocnicni Pro-
stéjov, Dopravni zdravotnictvi a.s. Plzen
a Laboratorfe Agel Novy Jicin. Pfi samot-

wuwuw.agellab.cz



ném vysSetfeni bylo nutné kontrolovat
jednotlivé vysledky, pfipadné spravné in-
dikovat ,dovySetreni” zbyvajicich analyt(
fPSA a p2PSA. Celkové bylo béhem akce
vySetfeno 1073 vzorkd pacientd z ¢eho
83 pfipadlo na AGEL Stredomoravskou
nemocnic¢ni Prostéjov, 237 na Dopravni
zdravotnictvi Plzefi a 753 na Laboratore
AGEL Novy Ji¢in.

® 113 pacientd mélo PSA vyssinez 1,6
ug/l. U téchto pacientd bylo vyset-
feno fPSA a p2PSA.

B 37 pacientl mélo PSA v rozmezi 3 -
10 pg/! (rizikovad hodnota).

B 5 pacientd mélo PHI >100 (vysoké
riziko karcinomu prostaty). U téchto
pacientu vychazel i pomér volného
a celkového PSA do 0,2, resp. 0,15,
CoZ opét svéddi pro karcinom pro-
staty.

Karcinom prostaty je jednim z nejCastéj-
Sich karcinom@ u muz(. Vyskyt tohoto
onemocnéni je vyrazné vazan na vek.
U mladsich muzd se prakticky nevysky-
tuje, naopak jeho vyraznégjsi vyskyt se
zaCind objevovat po 60 roce Zivota.
S maximem kolem 70 roku Zivota.

Pribéh onemocnénije vétsinou asymp-
tomaticky a klinicky se projevi az v po-
krocilém stadiu, coz mlze byt z hle-
diska |écby problematické. Zvlasté pfi
tomto onemocnéni je tedy dilezitad
prevence a zachyt potencionéalniho ri-
zika hned v pocatku. Tim je mozné vy-
razné zlepsSit prognézu, pripadné pre-
dejit pozdéjsim potizim. S rozvojem
diagnostickych a zobrazovacich tech-

wuwuw.agellab.cz
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Sérum s PSA 4-10 ng/ml

intaktni
ne-nativni
PSA 39 %
volné PSA proPSA
15% 32%
Komplex BPH-A
28 %

PSA

Pocty vzorkd v laboratorich

[ Laboratore AGEL a.s.
Dopravni zdravotnictvi a.s.

B AGEL Strfedomoravskéa
nemocnicni a.s.

C61 - ZN predstojné Zlazy - prostaty muZi, vékova struktura
pacientl za obdobi 1997—2018
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Stejné jako u vétSiny onemocnéni
i vtomto pfipadé je v€asna prevence ve-
lice dClezitd. Po 50 roku zivota by si mél
kazdy muz jednou ro¢né nechat stanovit
hodnotu PSA. Pokud se u pacientd v ro-
dinné anamnéze vyskytuje karcinom
prostaty, méli by u |ékare o toto stano-
veni zazadat jesté dfive a to od 40 roku
zivota. U mladsich pacientd, vzhledem
k provazanosti onemocnéni s vékem,
nema stanovovani PSA pfilis vyznam.
Mezi vyhody akce Movember patfi i to,
Ze pacient mUzZe absolvovat odbér kdy-
koliv béhem oteviraci doby odbérové
mistnosti a to bez zadanky od svého lé-
kafe. Snahou laboratore bude opét i le-
tos akci v podobném duchu usporadat.

KONTAKTNI UDAJE:

Mgr. Fojtik Adam

Laboratore AGEL a.s.

Laborator klinické biochemie

Revolu¢ni 2214/35, 741 01 Novy Ji¢in
e-mail: adam.fojtik@lab.agel.cz

vV /2022 wwuw.agellab.cz



Sarka Bahensky Sefrana, lvana Kubalova

Nedilnou soucasti portfolia vySetreni,
které naSe laboratof provadi, je che-
mické a morfologické vySetfeni moce.
V lofiském roce jsme nainstalovali auto-
matickou linku pro analyzu moce Cobas
6500 firmy Roche, ktera zajisti poho-
dlné zpracovani az 1 000 vzorkd moci
za den.

Tato linka je tvorfena analytickym mo-
dulem U601 pro plné automatizované
vysetfeni mocCe pomoci testovacich
prouzk(® a modulem U701 pro mikrosko-
pické vySetfeni mocového sedimentu.
Spojeni téchto dvou modull standardi-
zuje cely postup vySetreni, coz vede ke
zvySeni produktivity a efektivity prace
v laboratofi. Je zde jeden spolecny pro-
stor pro vkladdani a vystup vzorkd, coz
snizuje pocet zasahd obsluhujicich pra-
covnika@.

B Spotrebni materidl je do analyzatord
vklddan ve formé kazet, které maji
kapacitu 400 kus0. Prouzky a kyvety
jsou v samostatnych kazetach, kde
jsou chranény pred vlhkosti.

B Pro provoz neni potreba reagendii,
analyzatory potfebuji pouze destilo-

wuwuw.agellab.cz

vanou vodu. Jeji hladina je automa-
ticky kontrolovédna stejné jako stav
spotfebniho materialu.

B Vzorky jsou vklddany v pétimistnych
stojancich, stejné jako u jinych pri-
strojd firmy ROCHE pro plynulou ma-
nipulaci se vzorky v celé laboratori.

B Snadnad kontrola vysledk( a moznost
automatické validace.

m Oba pfistroje mohou pracovat samo-
statné nebo v kombinaci.

B Pristroje jsou nendrocné na Udrzbu.

Velkou vyhodou této modulové sestavy
je moznost pfipojeni do linky Cobas
8000. Toto spojeni bylo planované i pro
nasi laboratof, ale z prostorovych a pro-
voznich dlvodd tak nakonec nebylo uci-
néno.

Cobas 6500

T

T
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V analytickém modulu U601 jsou pouzi-
vany diagnostické prouzky Combur
10Test® pro stanoveni erytrocytd a he-
moglobinu, leukocytl, nitritd, bilkoviny,
keton(, urobilinogenu, bilirubinu a pH
moci. Reagencni prouzek detekuje in-
taktni i lyzované erytrocyty a je rezis-
tentni vici kyseliné askorbové. Pristroj
disponuje novou technologii fotometru
na odecitani prouzkd, obrazovy senzor
(kamerovy €ip) provadi fotometrické mé-
feni reflektance kazdého testovaciho
policka na prouzku pfi 4 vinovych dél-
kach. Barva, zdkal a specifickd hmotnost
je stanovena pomoci méfici cely. Kapa-
cita tohoto modulu je az 240 vzorkd na
hodinu.

Mikroskopicky analyzator U701 pro
hodnoceni mocového sedimentu je plné
automatizovany systém pro in vitro
kvantitativni, semikvantitativni a kvalita-
tivni urceni ¢astic v moci. Cobas U701
provadi kompletni mikroskopické hodno-
ceni vSech parametr( sedimentu s vyu-
Zitim skutec¢nych obrazd. Vzorek promi-
cha a pipetuje do jednotlivych kyvet,
¢imz je zamezeno kontaminaci mezi
vzorky. Poté kyvety centrifuguje a vklada
pod mikroskop. Z kazdého vzorku za-
chyti 15 snimk(, které jsou softwarem
automaticky vyhodnoceny. Analyzator
umoziuje vySetfit az 116 vzork(d za ho-
dinu.

Vysledky z obou modul( jsou zobrazeny
spolecné na jedné plose ovladaciho po-
¢itace, coz umoznuje prehlednou a rych-
lou validaci. Tato linka tak zajistuje plnou
automatizaci vsech krokd, eliminuje vari-
abilitu operdtor( a sniZuje pocet zdsah(
obsluhy. | po instalaci linky Cobas 6500
nadale v laboratofi 10-15 % nejedno-
znacnych vzorkd zpracovdvame a odedi-
tame na klasickém mikroskopu.
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Diagnostické prouzky pro U601

Jednordazové kyvety pro U701

-y

Po instalaci jsme zahdjili mési¢ni zku-
Sebni provoz, ktery néam umoznil sezna-
mit se se softwarem a nastavenim pfi-
stroje.

Vyhodou Cobas 6500 je moznost varia-
bilniho nastaveni vyhodnoceni samot-
nym uzivatelem. To umoziuje kazdé la-
boratofi vytvofit vlastni nastaveni
a specifickd kritéria pro hodnoceni
vzorku. NaSe laboratorf vychazela ze
Stanoviska vyboru CSKB LS JEP k vyda-
vani vysledkl moce a mocového sedi-
mentu.

Systém automatické mikroskopie mo-
dulu U701 je pro nas posunem oproti
predchozimu pfistroji Dirui 2000, ktery
pracoval na principu snimani ¢astic
v usmeérnéném toku kapaliny v prlto-
kové kyveté se softwarem pro automa-
tickou identifikaci ¢astic. Bylo dilezité,
aby obsluha nové mocové linky ziskala
prehled o zobrazeni a vyhodnoceni auto-
matické mikroskopie.
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KUNICKA BIOCHEMIE

Nasledoval pfechod do rutinniho pro-  Obr. 4 Snimek z U701 - oxaldty
vozu. Prvotni nadseni z kvality a moz-
nosti hodnoceni vzork(, bylo vystrfidano
poruchami pfistroje v bézném provozu.
Vétsinou se jednalo o problémy se spo-
tfebnim materidlem. U podavace dia-
gnostickych prouzkd modulu U601 do-
chazelo k nesprévnému posunu prouzkd,
vzorek nemohl byt spravné napipetovan
a dochazelo tak k znehodnoceni celé ka-
zety s prouzky. U modulu U701 jsme za-
znamenali problémy s vysouvanim kyvet
z kazety do pozice pro pipetovani vzorkU oy 5 spimek z U707 - erytrocyty, leukocyty
a s odstranénim pouZitych kyvet do od-  a bakterie

padniho prostoru, které se hromadily
uvnitF pristroje a nebylo mozné mérit
dalsi vzorky.

Software je pro obsluhu pomérné pre-
hledny, bohuZel zatim nedostupny v Ces-
kém jazyce. Do budoucna by byla pfino-
sem obrazova knihovna pro porovnani
elementd ve vzorcich.

Instalace mocové linky Cobas 6500 spl-
nila nase pozadavky, jak z hlediska kvality
vysetFeni, tak i z hlediska vlastni automa-  ¢ového sedimenty, je toto FeSenivhodnou
tizace. Pro laboratore, které doposud ne-  volbou.

pouzivali automatizované vySetifeni mo-

Tab. 1 Parametry mérené pristroji cobas u 601, cobas u 701 a cobas® 6500

Availabl ters /

o D€ ParemeEters £ epy Fythoytes and RBC’ Red blood cells ERY Frythrocytes and RBC’ Red blood cells
LEU Leukocytes BC' hite blood cells LEU Leukocytes BC' hite blood cells

o Non-squamous epithelial o Non-squamous

NIT Nitrite NEC? cells NIT Nitrite NEC? epithelial cells
PRO Protein SEC? Squamous epithelial cells  [PRO Protein SEC? ?gﬁjsamous epithelial
GLU Glucose EA3 easts GLU Glucose EA3 easts
KET Ketones CRY? Crystals KET Ketones CRY? Crystals
UBG Urobilinogen BAC? Bacteria UBG Urobilinogen BAC? Bacteria
BIL Bilirubin HYA? Hyaline casts BIL Bilirubin HYA? Hyaline casts
ph SPRM?3 Sperm ph SPRM?3 Sperm
SG Specific gravity MUC Mucus SG Specific gravity MUC? Mucus
COL Color PAT? Pathological casts CcOL Color PAT? Pathological casts
CLA Clarity CLA Clarity
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Vlasta Matuskova, Martin Svidrnoch, Kristgna Vikova,
Spiros Tavandzis

VétSina evropské a americké populace nenapliiuje doporuceny denni pfijem vitaminu D, coz lze
povazovat za hypovitaminézu. Vitamin D se Gc¢astni celé fady proces( v organismu a ovliviiuje
velky pocet gen(, jedna se tedy o dllezitou strukturu s dudlni funkci. Niz&i hladiny nebo deficit
vitaminu D mdZe nepfiznivé ovliviiovat stav organismu. V nékterych patologickych pripadech po-
stacuje saturace na optimalni hladinu vitaminu D ke zlepSeni zdravotniho stavu, v ¢lanku uvadime
rozdily ve stanovenych prahovych hodnotach vitaminu D a zdaroven vysledky studii vlivu jeho
suplementace.

Vitamin D - Superhormone

The majority of the European and American population does not meet the recommended daily
intake of vitamin D which can be considered as hypovitaminosis. Vitamin D participates in a whole
range of processes in the body and affects a large number of genes, therefore vitamin D is an
important structure with a dual function. Lower levels or deficiency of vitamin D can adversely
affect the human health. In some pathological cases, saturation to the optimal level of vitamin D
is sufficient to improve the health status. In this article we present the differences in the deter-
mined threshold values of vitamin D and at the same time the results of studies on the effect of
its supplementation.

Vitamin D plni v organismu dualni funkdi,
uplatiuje se jako vitamin, ale zaroven se
také pfi urcitych koncentracich pfimo po-
dili v jadre bunky na regulaci exprese pfi-
blizné 2000 gend, tedy funguje jako
pleiotropni steroidni hormon. Evolucné
je povazovan za jeden z nejstarsich hor-
mond vibec (1). Hladiny vitaminu D jsou
ovliviiovany nejen jeho endogenni syn-
tézou v k(zi nebo jeho pfijmem potra-
vou, ale uplatiuji se zde také genetické
a negenetické faktory jako jsou napfi-
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klad mutace v proteinech Ucastnicich se
metabolizace nebo transportu, nebo
aktudlni stav organismu a hladiny iont@
hof¢iku nebo vapniku (obr. 1).

Z biochemického hlediska se rozliSuji
dvé hlavni formy, a to cholekalciferol (vi-
tamin D3) a ergokalciferol (vitamin D2).
Vitamin D2 se vyskytuje pfFedevsim
u hub a rostlin a vznikd z ergosterolu.
V lidském téle je vitamin D3 produkovan
fotochemickou reakci 7-dehydrocholes-

INLAB - ODBORNY CASOPIS SiTE LABORATORI AGELLAB - IV / 2022

Klicova slova:
vitamin D
kalciofosfatovy
metabolismus
kalcifediol
hor¢ik

Key words:
vitamin D

calcium phosphate
metabolism

calcifediol
magnesium



Faktory ovliviiujici metabolismus vitaminu D

opalovani
potrava
fortifikace
suplementy

©

Genetické pozadi organismu

DHCR7, DBRE CYP25, CYP2R1, VDR
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>

dehydrocho>> Vitamin D >>

esterol

Kalcidiol
25-0HD,

KALCITRIOL
1,25(0H),

Vitamin K2 + hor¢ik

mikrobiom

Zmeény nutri¢niho stavu
Naduzivani ATB
Vyrazeni genl patogeny

Zdroje a vlivy prostredi

terolu, ktery se vyskytuje zejména v bu-
né¢nych membranach a cytosolu epider-
mis a dermis, s Gc¢innou UVB slozkou
zareni (280-320 nm). Odtud je vitamin
D3 uvolnén do krve a transportovan po
navazani na vitamin D vazajici protein
(DBP) (2). Vitamin D |ze povaZovat spise
za steroidni hormon, ale na rozdil od kla-
sickych hormon( neni tvoren zadnou en-
dokrinni Zldzou a oproti jinym v tucich
rozpustnym vitamindm se neukldda v j&-
trech (3). Vitamin D je dllezity pro meta-
bolismus kosti a minerdll a je proké-
zano, ze nedostatek vitaminu D mdze
zpUsobit kfivici a osteomalacii (Ubytek
anorganické slozky kostni hmoty) (4).
Jeho nedostatek lze dale pozorovat
napf. u hypoparathyroidismu ¢ z&nétli-
vych idiopatickych onemocnéni (IBD),

naopak vysoké hladiny napf. u primar-
niho hyperparathyroidismu €i sarkoidozy.
Protoze obé formy vitaminu D (cholekal-
ciferol i ergokalciferol) pfijimané ze
stravy nebo vytvorfené fotochemicky
v k(Zi nejsou biologicky aktivni, je nutna
jejich aktivace dvoukrokovou hydroxylaci
prostfednictvim enzym0 v jatrech a led-
vinach (5). Prvni hydroxylace cholekalci-
ferolu na uhliku C25 probihd v jatrech za
vzniku 25-hydroxyvitaminu D (kalcidiol,
25(0OH)D) a druha hydroxylace pak v led-
vinadch vede ke vzniku biologicky aktivni
formy - 1,25-dihydroxyvitaminu D (kalci-
triol, 1,25(0OH)2D), (obr. 2).

Kalciofosfatovy metabolismus je Fizen
prostrednictvim tfi hormon0 - parathor-
monu (PTH), kalcitoninu a vitaminu D
(resp. jeho aktivovanou formou - kalcitri-
olem). Mezi kalcémii a fosfatémii exis-
tuje recipro¢ni vztah, kdy plazmaticka
hladina kalcia stoupa s klesajici hladinou
fosfatl a naopak. S kalcémii je spojena
celd rfada fyziologickych funkci — napfi-
klad skeletdlni a zubni mineralizace, neu-
romuskularni ¢innost, srdecni aktivita ¢i
hemokoagulace. Intracelularni vapnik
hraje také zdsadni Ulohu v akénim poten-
cidlu bunky. Vitamin D je spolu s PTH
a kalcitoninem jednim z hlavnich regula-
tord kalcémie. Klasickd endokrinni regu-

Metabolismus vitaminu D a jeho aktivni forma (kalcitriol)

B gy

7-dehydrocholesterol

% — Stejné reakce

Postranni fetézec ergosterolu (vitaminu D2)

Previtamin D3
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lace prostfednictvim negativni zpétné
vazby zajistuje homeostdzu vapniku
v téle. Snizeni sérového Ca?* inaktivuje
receptory pro vapnik na membranach
bunék pfistitnych télisek, coz zde vede
ke zvyseni sekrece PTH. ZvySené hladiny
PTH pak stimuluji ledviny ke zvySeni se-
krece kalcitriolu, ktery aktivuje receptor
pro vitamin D (VDR) ve stfevé a tim zvy-
Suje absorpci Ca?*. Kalcitriol dale snizuje
sekreci PTH v pfistitnych téliscich a zvy-
Suje resorpci Ca?" v kostech. Naproti
tomu vzestup hladiny Ca?* v séru vede
ke stimulaci sekrece kalcitoninu stitnou
Zldzou, ktery inhibuje aktivitu osteo-
klastl a stimuluje vychytdvani Ca?*
kostmi, ale také snizuje reabsorpci vap-
niku ledvinami. Kdyz se hladina Ca?*
v krvi stabilizuje, stitnd zlaza pfestane
kalcitonin vyluCovat.

Kalcitriol zvySuje stfevni absorpci fos-
fatl zvySenim exprese transportéru
NPT2b a stimuluje renalni absorpci fos-
fatl zvysenim exprese NPT2a a NPT2c
v proximalnim tubulu. Kalcitriol také zvy-
Suje produkci FGF23 a potlacuje syntézu
PTH. FGF23 je hormon fosfatonin, pro-
dukovan osteocyty a v mensi mife oste-
oblasty, ktery inhibuje renalni tubularni
reabsorpci fosfatu a snizuje hladinu kal-
citriolu v obéhu snizenim exprese
1-a-hydroxyldzy (mitochondridlni cy-
tochrom P450 monooxygenaza
CYP27B1, zodpovédnd za hydroxylaci
v pozici C1 v ledvindch a tim paddem za
vznik aktivni formy) a zvySenim exprese
24-hydroxyldzy, jejiz plsobeni vede ke
vzniku neaktivni formy vitaminu D. (6, 7)

Receptory pro vitamin D (VDR) se nacha-
zeji ve vétsiné tkani lidského organismu
v€etné bunék imunitniho sytému. Poly-

morfismy v genu kédujicim VDR mohou
hrat vyznamnou roli pfi stanoveni indivi-
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dudlni citlivosti jedince na vitamin D.
Alely asociované s lepsi funkci VDR po-
skytuji jedinci vyhodu u hypovitaminodzy,
ale v pfipadé suplementace jsou nebez-
pe¢né z divodu hypervitamindzy. Bylo
také zjisténo, Ze nadory se standardni
funkci VDR (VDR*) maji ve srovnani s na-
dory VDR lepsi progndzu onemocnéni.

8)

Vitamin D aktivuje absorpci hofc¢iku i vap-
niku. Mezi absorpci Mg?* a Ca?* existuje
recipro¢ni vztah. Exkrece Mg je ovliv-
néna resorpci vapniku (ten ji inhibuje) vli-
vem PTH. Homeostdza Mg?* v krevnim
obéhu je regulovana pomaoci zpétnova-
zebného mechanismu, kdy snizené hla-
diny Mg?* zplsobuji zvySeni sekrece
PTH a naopak pfi zvySenych hladinach
Mg?* je sekrece PTH blokovana. DUsled-
kem velmi nizkych hladin hofciku vsak
mUze byt i hypokalcémie, a to v pripadé,
kdy dojde ke snizeni sekrece PTH a také
jeho schopnosti zvysit tvorbu kalcitriolu.
Vyznamné je také stanoveni koncent-
race Mg?* v erytrocytech, nebot Mg?*je
prevdzné ulozen intraceluldrné. U paci-
entd s latentni tetanii ¢i hypomagnese-
mii [ze dokonce sledovat koncentrace
Mg?* v séru v referen¢nich mezich, ale
celkové zdsoby Mg?* v organismu jsou
nedostacujici. Je také znamo, ze Mg?*
prispivd k enzymatické preméné kalci-
diolu na kalcitriol a zadrovert mdze ovliv-
nit kinetické zmény chovani Mg-depen-
dentnich enzym@ 1-a-hydroxyldzy
a 24-hydroxylazy (9).

Vitamin K2 byl nedavno uznan jako
G¢inny a bezpecny pfi |é¢bé ztraty kostni
hmoty, protoze pfispiva ke strukturalni
integrité osteokalcinu (OC), hlavniho ne-
kolagenniho proteinu, ktery se typicky
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nachazi v kostni matrici. Nékolik studii
prokazalo, ze nizky pfijem vitaminu K2 je
spojen s Ubytkem kostni hmoty a se
zvySenym rizikem zlomenin (10). Vita-
min D a vitamin K jsou dllezité pro cel-
kovou homeostdzu vapniku a fosfatu
v téle a pfimo reguluji vstrebavani a vy-
luCovani vapniku a fosforu ze stfeva
a ledvin. Absorpce vapniku vyvolana vi-
taminem D ve stfevé je fizena jak para-
celuldrnimi, tak transceluldrnimi dra-
hami, které pomahaji zvySit absorpci
vapniku ze stravy. Vitamin K také regu-
luje hladiny vapniku a fosfatu v kostech
a bioaktivni analoga vitaminu K2 (MK-4
a MK-7) byly pouzZity jako nutraceutickée
dopliky urcené pro zlepseni zdravi kosti
a kardiovaskularniho systému. Bylo pro-
kdzano, Ze kombinace vitaminu D a vita-
minu K2 maji synergické ucinky na zlep-
Seni zdravi kosti a tato kombinace je
U¢inna v |écbé osteoporozy (11).

Hlavnim zdrojem vitaminu D je pfirozend
endogenni syntéza v kizi plsobenim
slune¢niho UVB zafeni. V kontrastu
s vyse uvedenym vSak dermatologové
opalovani jako hlavni zdroj vitaminu D
nedoporucuji a to predevsim z dlvodu
rizika vzniku koznich malignit a starnuti
k(Ze. V tomto ohledu by byla vhodna
osvétova kampai tykajici se postupu
a bezpecnosti opalovani. Vitamin D lze
také ziskadvat potravou, napfiklad z tuc-
nych ryb nebo vajec. Bylo vsak zjisténo,
Z7e je nepravdépodobné, aby potravi-
nové zdroje vitaminu D tvofily u dospé-
|ého ¢loveka vice nez 5-10 % celkového
prijmu vitaminu D (12). Tato skute¢nost
je podporena také daty Statniho zdra-
votniho Ustavu, kterd ukazuji, Ze méné
nez 1 % Cechd je schopnych ziskat po-
tfFebnou davku vitaminu D ze stravy. Na-
vic zvysena a jednostranna konzumace
ryb nebo morskych plod@ z nezjisténych
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oblasti m0Ze byt spojena s rizikem into-
xikace tézkymi kovy, predevsim rtuti
a kadmiem (13). U¢innym zplsobem
zvyseni jeho pfijmu je fortifikace potra-
vin vitaminem D. V CR jsou v&ak fortifi-
kované potraviny pomeérné omezené

a zameéruji se pfedevsim na kojeneckou
stravu.

Vitamin D a jeho suplementace byva
¢asto spojovana s primarni prevenci rliz-
nych forem onemocnéni, jako jsou nado-
rova, autoimunitni nebo kardiovasku-
[arni. Tyto souvislosti se vsak ne vzdy
podafilo hodnovérné potvrdit.

V ramci onkologické prevence dosavadni
studie spiSe nenaznacuji, Zze by suple-
mentace vitaminu D sniZzovala vyskyt
nadorovych onemocnéni. Nicméné opti-
malni nebo vySsi hladiny kalcidiolu mo-
hou sniZzovat Umrtnost a zlepSovat
prognézu tohoto onemocnéni (8). Ve
studii provedené USPSTF (United Sta-
tes Preventive Services Task Force) bylo
zjisténo, ze v soucasnosti neni mozné
z ddvodu nedostate¢nych ddkaz( po-
soudit rovnovahu pfinosld a nebezpedi
pouzivani doplikd vitaminu D k prevenci
rakoviny (14). Toto zjisténi dale potvr-
zuje rozsahla klinicka studie VITAL zaby-
vajici se vztahem suplementace
vitaminu D a primarni prevence onkolo-
gickych a kardiovaskularnich onemoc-
néni (15) a na ni navazujici sekundarni
studie. V ramci tohoto rozsahlého vy-
zkumu nebyl prokdzan vztah mezi suple-
mentaci vitaminem D a snizenim inci-
dence nadord. Byl vsak zjistén vliv
suplementace na sniZzeni incidence po-
krocilych forem nadord v rédmci celé stu-
dované kohorty, pficemz nejvyznamngjsi
snizeni rizika bylo pozorovano u jedincd
s normalni hmotnosti (viz tab. 1); (15,
16). V kontextu primarni prevence onko-
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Vybér védeckych praci zabyvajicich se vlivem suplementace na prevenci nebo prognézu riznych onemocnéni

Nazev

Zameéreni studie

IU/den N

Trvani (roky) Potvrzeno  Pozn.

Publikace

Suplementace x snizend VITAL 5000 25000 | 5 NE

incidence nadorl

USA (15)

Suplementace x snizeni

Moznd redukce rizika

vyskytu pokrocileho ca VITAL | 2000 1600 sekundarné | ANO pokrocilého ca

prostaty

prostaty

USA (15)

Suplementace x redukce

autoimunitnich VITAL 2000 300

onemocnéni

sekundarné ANO

USA (20)

Suplementace x sniZzeni 1600

Z dGvodu

vyskytu invazivnich FIND 3200- 2500 5 NE dostate¢nych hladin

nadord

u vySetfovanych

Finsko (27)

Suplementace x

odstranéni klinickych B 3500 60

symptomad
endometriozy

12 tydno NE

Irdn (28)

Suplementace x

prevence vyskytu nadord | - - >2700

ovarii

Meta

analyza ANO

Cina (29)

logickych onemocnéni a pfijmu vitaminu
D je vSak zapotrebi dalsi vyzkum.

U kardiovaskularnich onemocnéni (KVO)
se ukazuje, Ze suplementace vitaminem
D nesnizuje riziko jejich vzniku, a to ani
u lidi s nizkymi koncentracemi kalcidiolu
(pod 20 nmol/l) zjisténymi na pocatku
lecby (17, 18). Z dlvodu nedostatec-
ného mnozstvi dikazl odbornici takeé
nedospéli k zadné pevné shodé ohledné
toho, zda vitamin D mdze pomoci pred-
chazet vzniku roztrousené sklerézy (RS);
(19). Vyzkum navic ddle neprokazal, ze
by suplementace vitaminem D zmirfio-
vala pfiznaky a symptomy aktivni formy
RS nebo snizovala miru relaps@. Bylo
vsak zjisténo, ze suplementaci vitami-
nem D po dobu péti let |ze snizZit riziko
vyskytu autoimunitniho onemocnéni az
0 22 % (20).

Presto, ze se nepodafilo jednoznacné
prokazat vliv suplementace na primarni
prevenci u vsech vySe zminénych one-
mocnéni, jeho optimalni hladina m3a
obecné prokazatelné pozitivni vliv na

zlepSeni prognoézy nékterych onkologic-
kych onemocnéni ¢i snizenirizika vyskytu
autoimunitniho onemocnéni. Vysledky
mnoha studii ukazuji, ze dlouhodoba
suplementace vitaminem D je velmi d-
lezita zejména pro kvalitu kostni hmoty
a zvyseni jeji denzity (21). Pro zjisténi
dostatecné saturace vitaminem D l[ze
proto doporucit pravidelné méfeni jeho
hladiny a v pfipadé deficitu zahdjit jeho
suplementaci. V pfipadé pacientl patfi-
cich do vice ohrozené skupiny (napf. se-
niofi, lidé ohrozeni malnutrici ¢ karenci
vitamin® a jinych nutrientd, Zeny po me-
nopauze ¢i chronicky nemocni) je na
misté zvazovat stanoveni nejen celkové
hladiny vitaminu D (tj. vSech jeho forem),
ale rovnéz diferencovat biologicky ak-
tivni formu - kalcitriol. Stanoveni kalcitri-
olu ma rovnéz velky vyznam u pacientd
s rendlni insuficienci ¢ chronickym selha-
nim ledvin, nebot u nich je biosyntéza
kalcitriolu znacné oslabena. Vedle sa-
motného stanoveni vitaminu D je s ohle-
dem na jeho metabolismus pfinosné do-
plnit laboratorni vysSetfeni také

0 stanoveni horciku v erytrocytech.
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VétSina evropské a americké populace
nenapliiuje doporuceny denni pfijem vi-
taminu D. Z epidemiologického pohledu

se jednd o hypovitamindzu (22-24).

Sérové koncentrace 25(0OH)D mérené v Laboratofich
AGEL a.s. u souboru bézné populace (N=2293) bez rozliseni
pohlavi a véku. Cervend svisld ¢déra oznacuje hodnotu 75
nmol/L, kterd je stanovena jako prah rozdélujici optimalni
a suboptimdlni koncentrace.

M=2283
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Deficit

Rozdily v prahovych hodnotdch optimdlnich hladin
celkového vitaminu D v séru stanovené riznymi organizace-
mi. Zelené je oznacen optimalni stav, oranZové suboptimadlni
a Cervené deficit. V Ceské republice je béZné pouZivand pra-
hova hodnota 75 nmol/I (26).
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Tento fakt podporuji také méreni prove-
dend v Laboratofich AGEL a.s. na sou-
boru béZzné populace 2293 osob.
V grafu ¢ 1 lze vidét, Zze pouze mala
¢ast souboru presahla prahovou hod-
notu 75 nmol/L, vétSina osob méla su-
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boptimalni koncentrace vitaminu D
v séru nebo jeho znacny deficit.

Optimalni sérové koncentrace 25(0H)D
jsou odbornymi organizacemi v rdznych
zemich stanovovany casto na zakladé
meta analyz poolovanych dat pfedcho-
zich studii. Zavéry pak mohou byt ovliv-
nény zkreslenim vzniklym z ddvodd
rGznorodosti pouzitych nestandardizo-
vanych metod méfeni ¢i rozdily v po-
¢tech a typech dalSich méfenych para-
metr& zahrnutych do vysledkd v ramci
jednotlivych praci (25). Tyto rozdily se
pak projevuji v nastavené prahové hod-
noté, jak lze vidét na obr. 3. Tento pro-
blém mdize vyresit standardizace vzta-
zenim pouzité metody ke zlatému
standardu napf. LC-MS, ktera je dopor-
ucovana standardizacnim programem

(26).

VysSetfeni celkové hladiny vitaminu D
i jeho aktivni formy kalcitriolu a rovnéz
stanoveni horc¢iku v erytrocytech je pro-
vadéno v Laboratofi klinické biochemie,
resp. v Laboratofi farmakologie a toxiko-
logie spolecnosti Laboratore AGEL a.s.
jako rutinni vysetieni.
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