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Vazené kolegyné, Vazeni kolegové, mili pratelé,

dékuji Vam za spolupraci v uplynulém roce a do nového roku preji hodné $tésti, zdravi,
osobnich i pracovnich uspéchi.

RNDr. Petr Hapala,
teditel Zdravotniho tstavu Ostrava
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Zkusenosti s laboratorni diagnostikou sezonnich respiracnich nakaz v sezoné 2012-2013

Jakub Mrdzek, Hana Zelend

Uvod

Sezénni respira¢ni nakazy jsou zplisobovany predevsim vy-
soce infekénimi viry $ificimi se vzduchem nesenymi kapén-
kami (chfipka typu A, B, C, respira¢ni syncytidlni virus A,
B, parainfluenza, rinoviry, koronaviry, adenoviry, v mensi
mife enteroviry a herpetické viry), ale také nékterymi bak-
teridlnimi ptvodci (Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia
pneumoniae). K jejich $ifeni dochazi typicky v chladnych
meésicich. Vyskyt respira¢nich nakaz stoupa od podzimu,
vrcholi obvykle kolem Vanoc a na zac¢atku nového roku. Je-
jich vy$si vyskyt se udrzuje az do prichodu jara. Podle tdajt
Svétové zdravotnické organizace (WHO) jsou ze véech celo-
svétove sledovanych infekei respira¢ni nakazy v tmrtnosti
na prvnim misté. Celosvétové chtipkou ro¢né onemocni az
jedna miliarda lidi, u 3-5 miliont pacientt pak byva téz-
ky prubéh onemocnéni, pti¢emz 300-500 000 osob nemoci
podlehne.

Molekularné biologicka diagnostika chripky

Laboratote Zdravotniho ustavu v Ostravé provadi komplex-
nilaboratorni diagnostiku chfipky, ktera se opira predevsim
o prikaz tohoto viru metodou real-time PCR. Kromé prii-
kazu RNA viru metodou PCR se provadi také klasickd viro-

logicka diagnostika zahrnujici kultivaci viru na bunéénych
kulturach MDCK, hemaglutina¢ni test pro pritkaz agens a
prukaz protilatek ELISA testem a komplementfixa¢ni reakci,
pripadné elektronova mikroskopie.

Od ftijna 2012 do kvétna 2013 bylo v nasi laboratofi vy-
Setfeno 1391 vzorkd a zjisténo metodou PCR 431 ptipa-
di infekce virem chripky A, z toho 272 ptipadt chtipky
A(HIN1pdm2009) a 165 piipadti chiipky A(H3N2). Ve
¢tyfech pripadech se jednalo o smésnou infekci virem
A(HINI1pdm2009) a H3N2. V 150 ptipadech byl pomoci
PCR prokazan virus chtipky B, z toho ve tfech pripadech slo
o koinfekci virem chfipky A(2x HIN1pdm2009 a 1x H3N2)
iB.

V souvislosti s chfipkou bylo u ndmi vysetfenych pacientii
zaznamendano celkem 16 Gmrti.

Chripkova sezéna 2012/2013 byla charakteristicka cirku-
laci jak chripky typu A (subtypy HIN1pdm2009 a H3N2)
tak i typu B. Kulminace byla protrahovana v mésicich leden
az bfezen, pri¢emz nejprve kulminovala incidence chfip-
ky A(HIN1pdm2009), poté A(H3N2) a nasledné chripky
typu B.

Tab. 1. Pocet infekci virem chtipky v sezéné 2012/2013 prokdzanych metodou real-time PCR

X/12 XI/12 | XII/12 I/13 I1/13 I1/13 IV/13 V/13 celkem

Infl A 0 0 0 115 250 59 7 0 431

H1N1pdmo09 0 0 0 97 149 26 0 272

H3N2 0 0 0 19 104 35 7 0 165

neurceno 0 0 0 0 2 0 0 0 2

z toho smés 0 0 0 1 5 0 0 8
Infl B 0 0 1 10 55 90 33 1 189
celkem 0 0 1 125 305 149 40 1 620

Tab. 2. Po¢et metodou real-time PCR prokdzanych smisSenych
respiracnich infekci v sezoné 2012/2013

kombinace agens pocet pacientii
HINIpdm09 + H3N2 4
HIN1pdmo09 + B 1
H3N2 +B 3

Sérologicka diagnostika respiracnich virovych nakaz a
Mpycoplasma pneumoniae (MP)

Sérologicka diagnostika akutnich virovych respira¢nich in-
fekci a MP je zalozena na prikazu specifickych protilatek
vséru. V soucasné dobé je na virologickém oddéleni CKL
ZU zavedena sérologickd diagnostika téchto infekci: in-
fluenza A (Infl A), influenza B (Infl B), parainfluenza (PIV),

adenovirus (ADV), RS virus (RSV) a M. pneumoniae (MP).
K priikazu protilatek se pouzivda komplementfixa¢ni reakce
(KFR) u vSech uvedenych agens. Jednozna¢nym pritkazem
akutni infekce je sérokonverze nebo minimalné 4-ndsobny
vzestup titru protilatek v parovych sérech v KFR. Hodnoty
KER titru 2128 (u MP 264) jiz v prvnim vzorku jsou pova-
zovany za pravdépodobny prikaz recentni infekce. U infekci
ADV, RSV a MP se provadi rovnéz prikaz protilatek IgG,
IgM a IgA metodou ELISA. V ptipadé pozitivity IgM nebo
IgA spole¢né s IgG se jednd o pravdépodobnou recentni in-
fekei.

Pocet prokazanych pripadi akutnich respira¢nich infekci
sérologickymi metodami (KFR a ELISA) v jednotlivych mé-
sicich v sezéné 2012/2013 je uveden v tabulce 3.

3

ZPRAVODAJ CENTRA KLINICKYCH LABORATORI

Podzim 2013




WWW.ZUOVA.CZ

ROCNIK 9, CiSLO 2/2013

Tab. 3. Pocet akutnich respiracnich infekci v sezéné 2012/2013 prokdzanych sérologicky

X/12 XI/12 XII/12 I/13 I1/13 I11/13 IV/13 V/13 celkem
Infl A 0 0 0 21 34 18 3 2 78
Infl B 0 1 1 16 22 9 64
PIV 0 2 1 6 3 1 4 25
ADV 0 1 1 34 65 40 20 14 175
RSV 0 3 4 25 37 20 8 7 104
MP 18 40 13 70 78 65 49 50 383
celkem 18 47 20 165 228 162 103 86 829

Z uvedeného vyplyvd, ze nejvyssi pocet akutnich respirac-
nich infekci pfipadd na mésic Gnor a nejéastéji prokaza-
nym agens je M. pneumoniae. Je zde také patrny vyssi pocet
pozitivnich vysledkii u téch agens, u kterych se vedle KFR
vyuzivd rovnéz metody ELISA, patrné z divodu pozdéjsi-
ho vzestupu titru KFR. Parové vzorky jsou zasilany pouze

Tab. 4. Pocet sérologicky prokdzanych smiSenych respiracnich

v men$im poctu pripadd, a proto samotnd KFR v prvnim
vzorku nemuize vzdy akutni infekci prokazat.

V 66 pripadech byly sérologicky prokazany smisené respi-
ra¢ni infekce. U 59 pacienti se jednalo o dudlni infekciau 7
dokonce o kombinaci 3 riiznych agens. (Tabulka 4).

infekci v sezoné 2012/2013

kombinace agens pocet pacientii kombinace agens pocet pacientit
ADV + RSV 19 Infl B + MP 1
ADV + MP 17 PIV + ADV 1
Infl A + RSV 7 PIV+ RSV 1
Infl A + ADV 5 ADV + RSV + MP 5
RSV + MP 5 Infl B+ ADV + RSV 1
Infl A + MP 2 Infl B + PIV + MP 1
Infl B + RSV 1 Celkem 66
Zavér: térem nechame zakaslat. Jednim vatovym tamponem pro-

PCR prikaz chiipkovych virti nabizi rychlou, citlivou a
spolehlivou diagnostiku, jedna se véak o pomérné naroc¢né
a drahé vysetreni, které je vhodné vyuzivat jen u pacientt se
zavaznym priibéhem respira¢ni infekce. Sérologické metody
umoznuji diagnostikovat $ir$i spektrum ptvodct akutnich
respira¢nich infekci, diky tomu lze odhalit i smiené infekce,
k cené je tato diagnostika dostupnéjsi nez pfima diagnostika
metodou PCR. Je tfeba prihlizet k opozdéné tvorbé protila-
tek, z toho divodu je vhodnéjsi vysetfovat parové vzorky sér.

Doporuceny postup pfi odbéru klinického materialu pro
vySetfeni na pritomnost chfipky a dalsich respira¢nich
vira

Vytér provadéjte nejlépe rano nala¢no, bez predchoziho po-
uzivani kloktadel a jinych dezinficiencii. Pacienta pred vy-
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vedeme stér zadni stény nosohltanu krouzivym pohybem
tak, aby se setfelo co nejvice epitelidlnich bunék. Je nutné se
vyhnout mandlim! Tampon vlozime do virologického odbé-
rového média a asi uprostred $pejli zalomime o okraj zku-
mavky. Druhym tamponem vytfeme obé nosni dirky a $pejli
opét zalomime o okraj téZe zkumavky (co mozna nejmensi
nafedéni vytéru). Vytér v odbérovém médiu ihned ulozime
do chladnicky (+2 az +8 °C). Material se nesmi zmrazit! Nut-
no co nejrychleji transportovat do virologické laboratore.

Odbérové médium se uchovava v mrazniéce pti teploté -20
+ 5 °C. Pfed odbérem je nutné médium rozmrazit tak, aby
pred pouzitim neobsahovalo kousky ledu.

Odbérové soupravy je mozno objednat na telefonnim ¢isle
596 200 316.
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Nové moznosti PCR detekce Mycobacterium tuberculosis ve vzorcich klinického
materialu se sou¢asnym stanovenim INH-RIF rezistence.

Vit Ulmann, Eva Kalakayovd, Anna Kubinovd

Molekularné biologicka diagnostika tuberkuldzy (TB) je na
pracovisti laboratore pro diagnostiku mykobakterii Zdra-
votniho ustavu v Ostravé provadéna jiz 15 let. Od prvnich
krokii prikazu ptivodce tuberkulézy technikou malo pres-
né ligazové retézové reakce (LCR), byl u¢inén vyznamny
pokrok. Souc¢asné metody se vyznacuji mnohem vys$si spo-
lehlivosti a presnosti stanoveni v klinickém vzorku pacienta.
V letosnim roce jsme ovérili a zavadime do praxe diagnos-
tiku zalozenou na principu Real-Time, multiplex (umoznu-
jici detekei vice parametril) polymerdzové fetézové reakce.
Vyznamnym ptinosem metody, zejména pri mikroskopicky
pozitivnim vyS$etfeni sputa pacienta je rychlé a presné odli-
$eni klasické tuberkuldzy od perzistence, nebo infekce ne-
tuberkuléznimi mykobakteriemi (NTM). Naopak potvrzeni
NTM ve vzorcich, kde je jejich pritomnost predpokladana
(napt. susp. kozni mykobakteri6za).

Ovérena citlivost (senzitivita) vySetfeni pro MTB dosahuje
souhrnné 92 % u vsech typu klinickych vzorki a presnost
detekce (specificita) témér 100 %.

Ve vzorcich s potvrzenou pritomnosti DNA Mycobacterium
tuberculosis (MTB) je bezprostfedné mozno stanovit muta-
ce v genomu MTB podminujicich rezistenci na isoniazid a
rifampicin. Takto Ize dlouho pred kultivaci kmene a klasic-
kym stanovenim profilu rezistence kmene poskytnou orien-
ta¢ni vysledek multi- nebo monorezistence, ktery muze byt
podkladem pro naslednou terapii nebo jeji modifikaci. De-
tekce rezistenci je provadéna rovnéz z kultury kmene (me-
tabolické nebo klasické), vyznamné dfive, nez je uzavieno
standardni vys$etfeni mikrodilu¢ni metodou (MIC).

Strojovy vystup vysledku amplifikace pozitivniho vzorku

AmpSfication
&0ad EEEE EEEEL L

S000
4000
i 3000
2000

1000

Obecné lze doporucit PCR u mikroskopicky pozitivnich
vzorkd, kdy pri hlageni vysledktt mikroskopie je mozno do-
hodnout dovysetteni. Déle je vhodné automaticky pozado-
vat molekularné biologické vySetfeni u klinickych vzorkd,
které jsou odebirany invazivné nebo je odbér neopakova-
telny (biopsie, punkce, bronchoalveolarni tekutiny a lavaze,
likvor). Pro bézny screening (potteba vylouceni TB u kon-
taktd nebo pri nespecifickém postizeni) neni molekuldrné
biologické vySetfeni vhodné.

Pro svou vysokou specificitu Ize vSak uplatnit pfi vySetfova-
ni HIV pozitivnich pacientii a déti.

PCR metody nejsou vhodné pro vysetfeni vzorki stolice a
krve. Mo¢ doporucujeme vySetfit pouze pfi podezfeni na TB
urogenitalniho traktu.

Detekci rezistence na INH a RIF je optimalni provést u PCR
pozitivnich vzorka pacientt rizikovych skupin, zejména ci-
zincl ze zemi s vysokou prevalenci rezistentni TB. V pri-
padé kultivaéné potvrzenych recidiv u dfive lé¢enych, resp.
pacientti v 1é¢bé, kdy nedochazi k regresi nalezti, provedeme
detekci rezistenci z kmene dfive, nez je uzavieno standardni
stanoveni MIC.

Vhodnost vyuziti molekularné biologickych vysetfeni bu-
deme ochotné konzultovat, stejné tak charakter, mnozstvi,
moznosti odbéru a transportu klinického materidlu.

Vysetteni 1ze provést dodate¢né az do 5 dnt od obdrzeni
vzorku, po tuto dobu je vzorek v laboratofi uchovavan.

Mpycobacterium tuberculosis Z-N 1000x

40
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Doporuceni pro laboratorni diagnostiku davivého kasle
Iveta Popelkovd, Andrea Holeckovd, Alena Kloudovd, Jana Motlochovd

Pertuse (davivy kasel) patti v CR mezi povinné hlasend a
dlouhodobé sledovand onemocnéni. Podle tudajit WHO po-
stihne davivy kasel kazdoro¢né odhadem 20-40 miliont
osob, z nichz 200-300 tisic osob onemocnéni podlehne. Od
90. let minulého stoleti doslo k posunu vékovych kategorii
nemocnych, kde nejvice postizeni jsou adolescenti a dospéli.
Do roku 2012 byla nejvétsi incidence pripadu registrovana
ve véku 10-14, v roce 2012 doslo k posunu do vékové skupiny
15-19 letych.

Bordetella pertussis je aerobni gramnegativni kokobacil, kte-
ry je citlivy na zevni prostfedi. Bordetely nemaji zadny pfi-
rozeny rezervoar, jedna se o vylu¢né lidsky patogen. Infekce
se prenasi kapénkami infekéniho aerosolu. Onemocnéni
probiha ve trech stadiich. Nejvice infekéni je ¢lovék v prv-
nim neboli katardlnim stadiu onemocnéni, v prvnich dvou
tydnech od zacatku kasle. Délka vylucovani zavisi na véku,
imunité a antibiotické 1é¢bé. Po vstupu do organismu se bor-
detely pomnozuji a osidluji fasinkovy epitel dychacich cest,
kde zptisobuji zanét az nekrézu epitelu sliznic.

Obr. 1 Nazopharyngedlni odbér

Kultiva¢ni prikaz Bordetella pertussis a Bordetella paraper-
tussis je stale povazovan za zlaty standard. Vyhoda kultivac-
niho vySetfeni je ziskani kmene, ktery je cennym zdrojem
epidemiologickych informaci a uré¢eni antibiotické citlivosti.
Pfi podezfeni na infekci je nutné predem telefonicky infor-
movat mikrobiologickou laboratot, aby mohla byt priprave-
na Bordet-Genguova ptda s glycerol-bramborovym extrak-
tem a primeési 25 az 30% berani krve. Na prtivodku je nutno
ztetelné oznacit cilené vySetfeni na pertusi!

Odbér materialu se provadi rano nala¢no bez ustni hygie-
ny vytérem z nasopharyngu tamponem na dratku v Amies
transportnim médiu s aktivnim uhlim (Obr. 1, 2). Odbérova
souprava je lékafim dodavana zdarma. Odebrany material

Obr. 2 Odbérovd souprava urcend ke kultivacnimu vysetieni
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je nutné transportovat do laboratore co nejdrive, nejpozdéji
v$ak do 24hodin od odbéru. Material se uchovava pti poko-
jové teploté.

Citlivéjsi metodou laboratorniho priikazu bordetel je pritkaz
DNA Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis meto-
dou real-time PCR, které je mozné provadét rovnéz z ma-
teridlu ziskaného nasopharyngealnim vytérem. Odbérova
souprava, ktera je lékartim distribuovana zdarma, obsahuje
flexibilni tampén s dakronovym vlaknem (Copan) + odbé-
rové médium (eSwab, Copan) (Obr. 3).

Ze sérologickych vysetfeni nabizeji laboratofe odd. imuno-
logie a alergologie stanoveni IgG a IgA protilatek proti per-
tusovému toxinu metodou ELISA a také vySetieni protilatek
proti Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis agluti-
na¢ni metodou.

K diagnostice onemocnéni se odebiraji dva vzorky srazlivé
krve. Prvni vzorek co nejdfive pti podezieni na onemocnéni
pertusi a druhy vzorek nejdrive za 3-4 tydny.

Podle poslednich studii je doporucovano vysettovat proti-
latky proti pertusovému toxinu (PT) ve tridé IgG, pfipadné
IgA. Z vysledku ziskanych stanovenim PT nelze odlisit, zda
se jedna o protilatky ziskané ockovanim nebo po prodélané
infekci. Pokud byl pacient o¢kovan aceluldrni vakcinou, lze
vysoké hladiny protilatek ve tfidé¢ IgG vztahnout k prodé-
lané infekci pertusi tehdy, kdyz vakcinace neprobéhla v po-
slednich 12 mésicich.

Pfi sérologickém vySetfeni protilatek proti Bordetella per-
tussis a Bordetella parapertussis metodou aglutinace jsou
prokazany celkové protilatky. Pro potvrzeni diagnozy je sig-
nifikantni ¢tyfnasobny nartst nebo pokles titru protilatek
v parovych vzorcich. Pokud nedojde minimélné k ¢tyfné-
sobnému zvyseni (poklesu) titru protilatek v parovych vzor-
cich, tak se s velkou pravdépodobnosti jedna o anamnestické
hladiny protilatek které mohou byt ziskany po dtive prodé-
laném onemocnéni nebo po ockovani celobunéénou vakei-
nou v minulosti.

V CR podléha pertuse povinnému hlaseni. V Narodni refe-
ren¢ni laboratofi pro pertusi a diftérii je vedena sbirka kme-
nd, ktera je cennym zdrojem informaci o kmenech vyskytu-
jicich se v populaci. V roce 2008 byla surveillance pertuse a
parapertuse zakotvena ve vyhlasce Ministerstva zdravotnic-
tvi CR ¢. 473/2008 Sb., kde je stanovena zdvazna definice pii-
padd, véetné klinickych, laboratornich a epidemiologickych
kritérii pertuse.

Pertuse se stala v CR diky vysoké proockovanosti popula-
ce opomijenou infekci. Epidemiologicky posun do vys$sich

Obr. 3 Odbérovd souprava urcend k PCR vysetieni
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vékovych skupin odpovida klesajici hladiné protilatek v po-
pulaci. Timto posunem onemocnéni do vyssich vékovych
skupin probihd infekce atypicky a tudiz neni spravné dia-
gnostikovana. I pres vzestupny pocet pripadi onemocnéni
je celosvétové patrnd zna¢na podhlasenost pripadu. Proto je
nezbytné nutné na pertusi vice pomyslet a provadét spravné
odbéry materidlu k jejimu zachytu.

Laboratore Centra klinickych laboratofi Zdravotniho tsta-
vu se sidlem v Ostravé poskytuji komplexni diagnostiku
pertuse a parapertuse. Uzce spolupracuji mezi sebou i s Né-
rodni referen¢ni laboratofi pro pertusi pti Statnim zdravot-
nim ustavu v Praze. Na niZe uvedenych kontaktech Vam
radi poskytneme informace o zpusobu odbéru klinického
materialu i samotné diagnostice.

Kontakty na mikrobiologické a imunologické laboratoire CKL ZU se sidlem v Ostravé provadéjici vysetieni na pertusi

a parapertusi
Kultivacni vysetieni
Laboratort bakteriologie Ostrava Mgr. Eva Krejci, PhD. 596 200 228
Mgr. Iveta Popelkova 596 200 425
Laboratof resp. infekci 596 200 328
Odbérové soupravy 596 200 461
Laboratof bakteriologie Havifov RNDr. Jana Frankova 596 491 680
Odbérové soupravy 596 491 682
PCR vysetfeni
Oddéleni molekularni biologie Mgr. Jakub Mrazek 596 200 266, 774 979 456
Laboratot 596 200 241
Odbérové soupravy 596 200 461
Serologie
Oddéleni imunologie a alergologie | RNDr. Alena Kloudova | 596 200 225
Mgr. Jana Motlochova 596 200 240
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Rozsifeni metod pro testovani biocidni ic¢innosti dezinfek¢nich pripravka

Erich Pazdziora, Vit Ulmann, Ludmila Porubovd
Testovani ucinnosti biocidti na ZU se sidlem v Ostravé

Vyskyt kmenti bakterii rezistentnich k fadé antibiotik, my-
kobakterii nereagujicich na zakladni antituberkulotika,
odolnych spor a clostridiovych infekei, vysoce kontagioz-
nich rotavirt a norovirti u déti - to jsou priklady, kdy zod-
povédné pouzivani u¢innych dezinfekénich pripravki vede
k predchdzeni vzniku a $ifeni nozokomidlnich a profesio-
nalnich nakaz.

Siroké spektrum rizikovych pivodcti nékaz se odrdzi v od-
povidajici nabidce Centra klinickych laboratofi Zdravotni-
ho ustavu se sidlem v Ostravé (ZU), kterou v soucasné dobé
doplnilo zavedenim akreditovanych postupt pro stanoveni
baktericidni, sporicidni, mykobaktericidni a virucidni akti-
vity chemickych dezinfekénich pripravki.

Postupy provadéné podle CSN EN jsou nutné pro dobrou
orientaci v nabidce dezinfek¢nich a antiseptickych piiprav-
ki vyrobeti a dodavateld, jak to pozaduje Smérnice EU 98/8/
ES z roku 1998 a Zakon 120/2002 Sb. v platném znéni od
roku 2013 o podminkdach uvadéni biocidnich pripravki a
ucinnych latek na trh.

Spektrum provadénych testi ve Zdravotnim tstavu nyni po-
kryvé vSechny pozadavky na posouzeni ic¢innosti produkti

uréenych k dezinfekei rukou, k dezinfekei a vy$$imu stupni
dezinfekce zdravotnickych prostfedkdl a k dezinfekei ploch
ve zdravotnickych zafizenich a v stavech socialni péce.

Testovani baktericidni a sporicidni uc¢innosti provadi anti-
biotické stfedisko v laboratofi nozokomidlnich nédkaz a dez-
infekce (CSN EN 1040, 13727, 14561, 14347 a 13704).

Testovani mykobaktericidniho (v¢etné tuberkulocidniho)
ucinku dle CSN EN: 14348, 14563, bylo zahdjeno v rdmci
provozu laboratofe pro diagnostiku mykobakterii. V sou-
¢asné dobé je vySetfeni nabizeno jako soucast komplexu
testtl. Zkou$eni suspenzni metodou je vhodné pro tekuté
nebo rozpustné dezinfekéni prosttedky. V dalsi fazi muze
byt rozs$ifeno o zkousku na sklenéném nosici, ktera simuluje
praktické podminky pouziti.

Stanoveni virucidniho u¢inku podle CSN EN 14476+1A je
zajistovano specializovanou laboratofi na tkanovych kultu-
rach. Virucidni uéinek pro tekuté a rozpustné dezinfekéni
prostfedky je hodnocen na polio- a adenovirech. Pro $§irsi
spektrum typu virt je mozno zkousky doplnit o virus bo-
vinni virové diarrhey (BVDV) a vakcinie.
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Laboratore dale nabizeji moznost predbézného stanoveni
uc¢innosti. Orienta¢ni vy$etfeni mtize slouZzit pro rozhodnuti
o dal$im komplexnim testovani, zejména u novych produk-
t. Timto zptisobem lze zjistit, zda produkt vykazuje biocid-
ni u¢inky s dostate¢nou bezpeénostni rezervou v prostredi
zatizeném bilkovinami a dal$imi organickymi latkami.

Vysledky testti jsou poskytovany ve formé protokolu
o zkou$ce a poptipadé doplnény o interpretaci zjisténych
udaju.

Vysledky testll je mozno konzultovat osobné s pracovniky
zodpovédnymi za jednotliva vySetreni.

Novinky v praktickém vyuziti méreni hladin protilatek, imunoglobulint tridy IgA,

IgG a IgM proti Aspergillus fumigatus

Radim Dobids, Stanislava Dobidsova

Imunoglobuliny tfidy A (IgA) mohou mit velky vyznam
v diagnostice invazivnich infekci zpusobenych druhem
Aspergillus fumigatus. Vedle dosud méfenych ttid protilatek
IgG a IgM se tak zaradila nové pravé i tfida IgA.

Pfi praktickém vyuzivani méfeni hladin protilatek t¥idy A,
G a M proti Aspergillus fumigatus metodou ELISA se u pa-
cientd, ktefi trpi riiznymi formami primarnich onemocnéni
(chronicka obstruktivni plicni nemoc, intersticialni plicni
nemoc, cysticka fibréza, alergicka bronchopulmonarni alve-
olitida apod.) ukdzalo, ze sledovani dynamiky hladin téchto
protilatek maze hrat vyznamnou roli pti potvrzeni invaziv-
ni plicni aspergildzy (IPA), a to zejména pii sledovani dyna-
miky hladin IgA a IgG.

U pacientt s klinickym podezfenim na IPA je standardné
méfen signifikantni nartst téchto hladin specifickych pro-
tilatek proti Aspergillus fumigatus. Soucasné lze v nékterych
ptripadech prokazat galaktomanan, antigen rodu Aspergillus.
V nékterych pripadech ov§em ne, coz je do jisté miry ddano
pravé imunokompetenci téchto pacienti. U nékterych pa-
cientt je také soubézné provadén prukaz protilatek proti
Candida albicans a vysoké hladiny IgG a IgA se, tak jako
v ptipadé méfeni protilatek proti Aspergillus fumigatus, ne-
potvrzuji, coz znamena vylouceni nespecificky zvysenych
hladin protilatek jako je tomu v pfipadé testu na IgA, IgG
a IgM proti Aspergillus fumigatus (ptiklad stanoveni proti-
latek u onkologického pacienta s potvrzenou IPA je uveden
v grafu). Zvy$ené hladiny imunoglobulint tfidy M (IgM) se
vyskytuji u vétsiny pacientt ztidka a dalo by se fici, Ze se jed-

" m IgG

migA

A.fumigatus

C.albicans
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nd do jisté miry o nespecifickou reakci. Za vyjimku mohou
byt povazovani pacienti, ktefi se v pritbéhu zivota nesetka-
li s konidialni nalozi Aspergillus fumigatus, napriklad diky
svému nizkému véku.

V ptipadé vyssich hladin IgM naméfenych u pacienta s po-
tvrzenou IPA v grafu by se mohlo jednat o nespecifickou
odpovéd. Avsak soubézné se ze stejného vzorku krve méfi-
ly hladiny IgA, IgG a IgM proti Candida albicans a zdaleka
nedosahovaly takovych hodnot jako v pripadé Aspergillus
fumigatus, ¢imz bylo mozné nespecifickou reakci vylouit.

Dalsi skupinu predstavuji pacienti, u kterych je jejich pri-
marn{ onemocnéni stabilizovano onkologickou lé¢bou.
[utéchto pacientti imunitni systém reaguje na antigeny
infekéniho agens Aspergillus fumigatus a antigeny byvaji
¢asto z krve vyvazovany protildtkami nebo se nedostateé-
né do krve prezentuji. Proto je vySetfeni na prukaz galak-
tomananu negativni. Protilatkova odpovéd proti Aspergillus
fumigatus naméfena byva, a to i ve tfidé IgM. Hladiny pro-
tilatek jsou vyssi a reaguji mnohdy ve vSech t¥idach IgA, IgG
aIgM.

V pripadé méréni hladin protilatek ve t¥idé IgG lze diagnos-
tiku prohloubit o zjisténi avidity téchto protilatek a dosah-
nout tak daleko presnéjsiho vysledku. Zjistime tak charakter
téchto imunoglobulini a zda-li se jedna o protilatkovou od-
povéd starsiho typu nebo o protilatkovou odpovéd novou.
Tuto problematiku je nutné jeste vice prozkoumat a dosah-
nout standardizovanych interpretaci.

Literatura u autora
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Aktualni informace k rutinni identifikaci bakterii metodou MALDI-TOF MS

Eva Krejci

Co je to identifikovani bakterii? Identifikace bakterii zna-
mena zafazeni neznamého bakteridlniho kmene na zakla-
dé jeho vlastnosti do znamého, jiz popsaného bakterialniho
druhu. Dlouhd léta prevladala mezi identifika¢nimi meto-
dami v rdmci rutinni praxe tzv. biochemicka identifikace
- zatazeni do pfislu$ného bakteridlniho druhu na zakladé
vyuzivani (¢i nevyuzivani) jednotlivych specifickych sub-
stratd. Cistd kultura bakteridlniho kmene (nebo obecné mi-
kroorganismu) tak mohla byt identifikovana bézné za 18-24
hodin. Je tfeba si také uvédomit, ze pro rutinni identifikace
bakterii jsou vyuzivany komeréné dostupné mikrotesty, je-
jichZ identifika¢ni schopnosti mohou byt omezené - zahr-
nuji v daném okamziku vzdy jen kone¢né mnozstvi bakte-
ridlnich druhd.

Metodu identifikace kmene mikroorganismu na zékladé
vysledku analyzy hmotnostnich spekter ziskanych metodou
MALDI-TOF jsme si v Centru klinickych laboratotfi mohli
vyzkouset jiz pred 3 lety. Dnes je metoda rutinné pouzivana
jako akreditovana. Jedna se o analyzu spekter molekulovych
hmotnosti, které jsou identifikovany na zakladé exprese je-
jich vlastnich bilkovin. Tento spektralni obraz proteinové
exprese se porovnava s referen¢nimi hodnotami uvedenymi
v databazi systému.

Rozdily v ziskanych hmotnostnich spektrech jsou natolik
vyznamné a metoda natolik presnd, Ze jilze pouzit k odliseni
bakterialnich druht - hmotnostni spektra jsou specifickd a
unikédtni pro dany bakterialni druh. Oproti stanoveni ¢as-

te¢né sekvence 16S rDNA je metoda analyzy hmotnostnich
spekter daleko rychlejsi - jeden kmen je mozno analyzovat
do nékolika minut.

Diky univerzalnosti analyzy hmotnostnich spekter je rela-
tivné velmi snadné doplnit nova data u nové popsanych bak-
teridlnich druhd. Vyhodou metody je velmi snadna priprava
vzorku a rychlost identifikace s vysokou presnosti.

Stéle vsak existuji kmeny bakterii, u kterych je tfeba roz-
hodnout o kone¢né identifikaci az na zakladé biochemic-
kych vlastnosti, tedy za 18-24 hod. Vyuzivani velmi presné
metody identifikace analyzou hmotnostnich spekter je tak
velice pfinosné vzdy a pouze jediné tehdy, pokud je vyuzi-
vana v kombinaci s vysokou kvalitou kultiva¢nich a jinych
identifika¢nich technik v ramci celé laboratore.

Databaze pro srovnani hmotnostnich spekter zahrnuje pres
2000 bakterialnich druht. Nové se tedy v ramci vysledki Ize
setkat s novymi nazvy bakterii, které souviseji s moznosti
bakterie presné identifikovat. Nové nazvy bakterii jsou vsak
vzdy ve vysledku uvadény s komentarem ¢i uvedenim zpres-
nujici poznamky. Posouzeni vyznamnosti nalezu je vzdy na
lékati. Pouze presna identifikace muze prinést presny obraz
o mikroorganismech nachazejicich se u infek¢nich procesti
na daném misté téla pacienta - sledovani kdy a za jakych
okolnosti se ta ktera bakterie vyskytuje a srovnani s klinic-
kym stavem tak miize nase védéni o infekénich procesech
opét malinko posunout.

Calprotectin, marker pro diagnostiku nespecifickych stievnich zanétu (IBD)

Jana Motlochova

Nespecifické sttevni zanéty (inflammatory bowel diseases,
IBD) jsou chronicka onemocnéni traviciho traktu postihuji-
ci predev$im tenké a tlusté stfevo. Radime mezi né Cronovou
nemoc (CN) a ulcerdzni kolitidu (UC). Tato dvé onemocnéni
jsou si v mnohém pribuznd, ale lokalizaci postizeni, charak-
terem zanétlivych zmén i prognoézou jsou zasadné rozdilna.
U CN zanét postihuje vechny vrstvy stfevni stény a muze
byt lokalizovan v jakékoliv ¢asti traviciho traktu, nejcastéji
vSak v termindlnim ileu. Postizené segmenty travici trubice
mohou byt stfidany tseky intaktnimi. UC postihuje stiev-
ni sliznici a submukdzu a zanét je lokalizovan kontinualné
od koneéniku pouze v tlustém strevé. Tato onemocnéni maji
kolisavy priibéh, kdy obdobi aktivniho onemocnéni strida
obdobi remise. Jejich etiologie neni zcela znama, pri¢inou je
pravdépodobné genetickd predispozice, dilezitou roli hraji
faktory zevniho prostredi, Zivotni styl, stravovaci navyky a
podobné. Ve vyspélych zemich Evropy a v USA se ro¢ni in-
cidence CN pohybuje od 4-6 a u UC od 6-12 pripadi na 100
000 obyvatel. Prevalence v téchto zemich u obou chorob je
270-350 pacientti na 100 000 obyvatel.

Diagnostika IBD neni jednoducha. Jako ,zlaty standard®
slouzi kolonoskopie a histologické vysetfeni bioptickych

vzorku. Tato vySetfeni jsou vSak invazivni, zatézujici paci-
enta. Mezi zakladni laboratorni vySetfeni patfi vysetfeni
krevniho obrazu, sedimentace, stanoveni CRP, hemoglobi-
nu, Zeleza a albuminu. Jsou to vSak vysetreni nespecificka
a jejich vyznam v diagnostice a monitoringu onemocnéni
je ramcovy. O néco vét$i prinos ma sérologické stanoveni
protilatek proti cytoplasmé neutrofil - ANCA (UC poziti-
vita ANCA v 80%) a proti Saccharomyces cerevisiae — ASCA
(CN pozitivita ASCA v 80% ). V poslednich letech predme-
tem rady studii bylo nalezeni vhodného markeru, ktery by
s dostate¢nou senzitivitou a specificitou odrazel zanétlivou
aktivitu IBD a omezil tak pocet nutnych invazivnich vyset-
feni. Vysledky téchto studii ukazuji, Ze vhodnym markerem
muze byt stanoveni koncentrace calprotectinu ve stolici.

Calprotectin je protein, ktery se fadi mezi proteiny akut-
ni faze. Je produkovan neutrofily, v mensi mife se nachazi
v monocytech a makrofazich. Calprotectin ma antibakteri-
alni a antimykotické vlastnosti, indukuje apoptdzu a vystu-
puje jako chemotaxin. Pti zanétlivé reakci aktivované neu-
trofilni granulocyty uvoliuji calprotectin a jeho hladina se
postupné zvysuje jak v télnich tekutinach (v séru, likvoru,
moci), tak i ve stolici (koncentrace calprotectinu ve stolici je
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nékolikrat vyssi nez jeho koncentrace v séru). Hladiny fekal-
niho calprotectinu jsou u pacientii s aktivnim IBD signifi-
kantné vy$si nez u zdravych osob nebo u pacientt s funkéni-
mi poruchami gastrointestinalniho traktu (IBS) bez akutni
zanétlivé slozky.

Dal$im poznatkem je, Ze koncentrace fekdlniho calprotec-
tinu u UC koreluje s aktivitou onemocnéni zjisténou pti ko-
lonoskopickém vysetfeni. Tato korelace nebyla jednoznacné
potvrzena u CN. Zanétlivy proces ve stfevé nastupuje zvolna
bez klinické manifestace, az dosahne kritické faze. Pravidel-
nym monitorovanim hladiny fekdlniho calprotectinu lze
zachytit ono ,,plizivé bezptiznakové“ nartstani zanétlivého
procesu v travicim traktu a reagovat na néj 1écbou. Z uvede-
ného vyplyva, ze fekdlni calprotectin miize byt také ukaza-
telem mozného relapsu onemocnéni. Jeho prediktivni hod-
nota je vétsi u pacientt s UC a pacientd s kolickou formou
CN nez u CN s postizenim ilea. Je tfeba mit na paméti, ze
zvy$end koncentrace fekalniho calprotectinu muze byt také
u nékterych stievnich nadord, aktivnich revmatickych one-
mocnéni, akutniho zanétu slinivky bfisni, cirhoézy jater, pri
namaze, prilécbé protizanétlivymi nesteroidnimi léky nebo
napf. pfijakémkoliv krvéceni do zazivaciho traktu.

Literatura:

Nase laboratot pro diagnostiku nespecifickych sttevnich za-
nétl nabizi vysetteni IBD screeningu a pro odhad a monito-
rovani vy$etfeni calprotectinu ve stolici.

IBD screen je provadén na kombinaci tfi tkanovych substra-
tl a to na opi¢im pankreatu, opi¢im tenkém stfevé, lidskych
granulocytech a na naplavu Saccharomyces cerevisiae. U CN
prokazujeme autoprotilatky proti acinarnim bunkam pan-
kreatu, poharkovym bunkdm a Saccharomyces cerevisiae.
U UC jsou obvykle ptitomny protilatky proti poharkovym
bunkam tenkého streva a ANCA.

Vysetteni fekdlniho calprotectinu provddime rapid testem
(imunochromatograficky test), kdy vysledek je do druhého
dne (alternativné metodou ELISA s odezvou do tydne). Jde
o kvantitativni stanoveni a hodnoceni se uvadi v ug/g. Pro
vySetfeni je zapotfebi odebrat stolici minimalné velikosti
liskového ofisku. Vzorek stolice miize byt transportovan do
laboratore pti pokojové teploté, pii které je stabilni 5-7 dni,
aniz by doslo ke zméné jeho vlastnosti.

V odborné gastroenterologické literatute jiz dnes panuje
shoda, Ze fekalni calprotectin je vyhodny neinvazivni mar-
ker pro diagnostiku a monitorovani IBD, je uzite¢ny pro
predikci relapsu u pacientti s IBD a posouzeni odpovédi na
lécbu a také slouzi k rozliSeni zanétlivého stfevniho one-
mocnéni od funkénich stfevnich onemocnéni (IBS).

Kompraus M., Wos H., Wiecek S., Kajor M et al. Usefulnes of Faecal Calprotectin Measurement in Children with Va-
rious Type sof nflammatory Bowel Disease, Hindawi Publiching Corporation, vol.2012, Artikle ID 608249,5 pages doi:
10.1155/2012/608249

Kallel L., Ayadi I., Matri S., Felah M. et al. Fecal calprotectin is a predictive markar of relapse in Crohn'’s disease involving
the colon: a prospective study. Eur ] Gastroenterol Hematology, 2010, 22:340-345

Shaodong W., Zhenkai W., Hui S., Lu H. et al, Feacal calprotectin contentrations in gastrointestinal diseases, Journal of
internat.medical research, 2013, 41(4) 1357-1361

Lukds M., Idiopaticka stfevni zanéty a biologicka lé¢ba, Univerzita Karlova v Praze, 1.1ékarska fakulta, Klinické a vyzkumné
centrum pro idiopatické stfevni zanéty
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Rozpis sluzeb v dobé vanoc¢nich svatku

Laborator bakteriologie a antibiotické stfedisko Ostrava

Ut 24.12.2013 6:00 — 14:30
St 25..12.2013 8:00 - 13:30 (jen urgentni material)
Ct 26.12.2013 6:00 — 14:30
St 1.1.2014 8:00 - 13:30 (jen urgentni material)

Oddéleni imunologie a alergologie

Ut 24.12.2013 8:00 - 13:30
Ct26.12.2013 8:00 - 13:30

Laborator bakteriologie Havifov

Ut 24.12.2013 6:00 - 13:30
St 25.12.2013 6:00 - 13:30
Ct26.12.2013 7:00 — 11:00
St 1.1.2014 7:00 — 11:00

(ptijem materidlu pul hodiny pred koncem pracovni doby)

Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé

Partyzanské nam. 7, 702 00 Ostrava
tel.: 596 200 111, e-mail: podatelna@zuova.cz

Redak¢ni rada:
Mgr. Hana Frankova Bilkova, Ing. Pavel Jur¢ik, Mgr. Tereza Prokopova, MVDr. Romana Maskova

Naklad: 1 500 vytiska
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