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ZPRAVODAJ

Centra klinickych laboratori
Zdravotniho Ustavu se sidlem v Ostravé

1. Pracovni konference

zdravotnich laborantu a zdravotnich sester k
Miroslava Topinkova

V prednaskovém sale Domova sester Fakultni nemocnice Ostrava se 18. a2011 konala
spole¢na vzdélavaci akce Fakultni nemocnice Ostrava a Zdravotniho ustavu lem v Ostrave
1. Pracovni konference zdravotnich laborantii a zdravotnich sester.

Témeét dveé stovky ucastnikl této konference zaujaly zvlasté bloky sdélent, které se tykaly
problematiky praseci chiipky (pohled patologa, mikrobiologa a biochemika), MRSA (doplnéné
o zajimavé kasuistiky, na které navazovaly prezentace s vysledky laboratornich vySetfeni
Zdravotniho ustavu) nebo prakticky blok zaméfeny na podminky odbéru biologického
materidlu. Velmi upoutaly také prezentace zdravotnich sester z obort neonatologie, infekéniho
lékarstvi a chirurgie.

Dalsi zajimava odborna sdéleni si mohou odborni pracovnicive zdravotnictvi vyslechnout na
2. Pracovni konferenci zdravotnich laboranti a zdravotnich sester, ktera se bude konat
10. listopadu 2011 (podrobn¢ informace budou zvefejnény na www.Zu. cz)‘

Prizkum druhového zastoupeni

Laboratorni diagnostika neuroborreliézy kampylobakteri ve vzorcich stolic
Hana Bilkova Frankova Daniela Stuchlikova, Tomas Kutlak, Jana Niemczykova
Oddeleni parazitologie a lékarské zoologie Oddelent bakteriologie a mykologie

V nasich podminkach pfenaseji borrélie klistata - Ixodes ricinus. Bakterie rodu Campylobacter jsou soucasti fyziologické flory
Typickym biotopem pro klistata je listnaty nebo smiSeny les, ale zvifat nebo zvifecimi podminénymi patogeny. K pfenosu na
imé&stsky park, kde na vegetaci blizko nad zemi a v typickém postoji, kdy ¢loveéka dochazi alimentarni nakazou nebo ptimym kontaktem.
stoji na tfech zadnich parech nohou a s prvnim parem nohou rozevienym, Radisemezi nejéast&jsi paivodce gastroenteritid...

¢ekajinasvého hostitele...
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Vyznam rychlych metabolickych vysetiovacich metod

Laboratorni diagnostika infekci virem Epstein-Barrové pro zachyt mykobakterii z klinickych vzorka
Hana Zelend, Jan Raszka Jifina Stolafikova, Vit Ulmann, Dagmar Stérbikova
Oddélent virologie Laborator pro diagnostiku mykobakterii

Virus Epstein-Barrové (EBV) neboli lidsky herpesvirus 4 (HHV-4) Tuberkuléza ptedstavuje vyznamny problém svétového
patii spole¢né s HHV-8 do podceledi Gammaherpesvirinae. V roce 1968 zdravotnictvi a je jednou z hlavnich pfi¢in imrti na infekéni
byl virus EBV prokazan jako puvodce infekéni mononukledzy (IM). choroby ve svété. Dle WHO se odhadovalo v roce 2009 asi 9,4 mil.
EBV je nejbéinéj §im pivodcem IM, avSak obdobné symptomy mohou nemocnych na tuberkuldzu, na toto onemocnéni umira asi 2 mil. lidi
zpusobovat i jind agens, napf. cytomegalovirus (CMV), lidsky ro¢ng.
herpesvirus 6 (HHV-6), adenovirus, virus zardének, piiusnic, HIV, virus
hepatitidy A...
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Vysetieni protilatek proti vlasovym folikuliim u alopecia areata Nové moznosti identifikace mikroorganismu

Jana Motlochova Tereza Skapova
Oddeleni imunologie a alergologie Laborator bakteriologie Ostrava

Pii¢ina vypadavani vlasi muize byt jednak vnéjsi (exogenni) Mezi tradi¢ni metody identifikace mikroorganismii nalezeji
zpusobend chemickymi (trvald, barveni), mechanickymi (rtizné ucesy) mikroskopie, rist na selektivnich nebo selektivné-diagnostickych
a fyzikalnimi vlivy nebo vnitini (endogenni) jako dusledek nemoci, pudach a stanoveni biochemickych vlastnosti izolovanych
$patné vyzivy, vypadavani vlast podminéné medikamentdzné, ptirozené mikroorganismul.

ztraty vlast, po t€hotenstvi, genetické podminénosti.
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Cinnost obchodniho oddéleni Elektronicka distribuce laboratornich vysledku

Pavel Jurcik Jiii Sevecek
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Laboratorni diagnostika neuroborreliozy

Hana Bilkova Frankova

Neuroborrelioza

Podle Velkého Iékaiského slovniku je
,heuroborreliéza - neurologickd forma Lymeské
borrelibzy. Muze se projevit cetnymi pfiznaky
a chorobnymi stavy, které mnohdy napodobuji jiné
nervové choroby. Jde napf. o bolesti hlavy, unavovy
syndrom, obrny (zejména hlavovych nervi, nej¢. licniho),
velmi bolestivé zanéty miSnich kofenti (radikulitidy),
zanéty mozku ¢i mozkovych blan...*

Mezi zakladni laboratorni metody pro diagnostiku
Casné i chronické neuroborrelidzy patii dle doporuceni
European Union Concerted Action on Lyme Borreliosis
(www.eucalb.com) prikaz intratékdlni syntézy
specifickych protilatek. Pouhé stanoveni koncentrace
imunoglobulinti v likvoru je nedostacujici, neodlisSime tak
intratékalni a krevni piivod imunoglobulind. Dle Europen
Federation of Neurological Societies (www.efns.org) by
meéla byt pro potvrzeni diagnézy lymeska borrelidza
splnéna 3 kritéria:

1) Intratékalni produkce specifickych protilatek

2) Znamky zanétuv likvoru pleocytézav CSF

3) Prikaz pritomnosti borélii kultivaci a metodou
PCR.

Pfi aplikaci vSech tif kritérii je vSak nutné mit na

paméti, ze:

- v Casné fazi mize byt intratekani produkce
protilatek neprokazatelna, na stran¢ druhé
pozitivni Al muze byt detekovan i roky po
prodélané infekcei

- normdlni pocet bunék je u lymeské
neuroborrelidzy vzacny, ale je mozny v Casné fazi
onemocnéni nebo u pacientli pod imunosupresi

- kultivace borrélii je obtizna, casové narocna
amalo citlivda PCR je vazana na velmi ¢asnou fazi
onemocnéni a na cileny odbér materialu.

Lymeska borrelidza,
Borrelia burgdorferi sensu lato

Lymeska borrelioza je v naSich klimatickych
podminkach nejcastéjsi infekci pfenaSenou krevsajicimi
Clenovci. Borrelia burgdorferi s. lato je mikroaerofilni,
gramnegativni spirocheta (0,2 az 0,5 x 3 az 20 pm)
s pravidelnymi zavity a bi¢iky, kterych je 7 az 11. Biciky
vystupuji na obou koncich buniky z bazalnich diskd.

Bunécna sténa borrélii se sestava z tii vrstev - vnitini
peptidoglykanové, stfedni lipopolysacharidové a vnéjsi
lipoproteinové. Velka flexibilita membran bunééné stény
umoznuje tvorbu cyst a vyluéovani membrandznich
vezikult, které obsahuji plazmidovou vybavu. Zpusob
organizace genetického materidlu je mezi bakteriemi
unikatni, chromozom a nékteré¢ plazmidy maji linedrni
charakter. (2)

Klisté obecné, Ixodes ricinus

V nasich podminkach ptenaseji borrélie klistata -
Ixodes ricinus. Typickym biotopem pro klistata je listnaty
nebo smisSeny les, ale i méstsky park, kde na vegetaci
blizko nad zemi a v typickém postoji, kdy stoji na tiech
zadnich parech nohou a s prvnim parem nohou
rozevienym, ¢ekaji na svého hostitele. Jsou slepa, ale na
konci terminalniho ¢lanku prvého paru nohou maji

Hallertiv organ s chemo- a mechanoreceptory, kterymi
dokazi vycitit potenciondlniho hostitele.

Krev saji pouze samice, samci se zivi rostlinnou
mizou. Vyskytuji se ve ctyfech vyvojovych stadiich -
vajicko, Sestinoha larva, osminoha nymfa a imago. Kazdé
preméné musi piredchézet sani, pficemz jednotliva stadia
saji jen jednou (na zvifecim hostiteli saji larvy 2-3 dny,
nymfy 5-6 dnt, dospélé samice 10-12 dnt1). Po pafeni,
které mtize probihat na hostiteli i mimo n¢j, klade samice
az 5000 vajicek. Piezimuji v kterémkoliv stadiu vyvoje,
v hladovém i nasatém stavu, probouzeji se jiz pii teplotach
nad 5°C.

U Kklistat funguje transstadialni a transovarialni
prenos virt a bakterii. Cely vyvojovy cyklus klistéte je
dlouhy, v naSich podminkach obvykle trva 2-3 roky.
Pti sani vpousti klisté do ranky farmakologicky aktivni
sliny s protizanétlivymi a protisrazlivymi aktivnimi
latkami, které potlacuji imunitni odpovéd hostitele, coz
chrani klisté samotné a rovnéz usnadiuje prinik bakterii
¢ivirtdo nového hostitele.

U cloveka se uplatiuji vedle borrélii zejména také
flaviviry vyvolavajici klistovou encefalitidu. Zatimco
proti klistové encefalitidé existuje ucinné ockovani,
u borrelidzy zatim vakcina nebyla vyvinuta. Mezi dalsi
onemocnéni, kterd mohou klistata prenést na clovéka
patiibabezidza, rickettsioza, bartoneloza ¢i ehrlichioza.

Laboratorni diagnostika borreliozy
Pfimé metody

- Kaultivace: ¢asové narocna metoda s nizkou
senzitivitou. V naSich laboratofich standardné
neprovadime.

- PCR: vhodna zejména pro cCasna stadia
onemocnéni. Mame zavedenu metodu RT PCR,
zalozenou na principu amplifikace chrozomalniho
genu kodujictho 16S rDNA, kterd detekuje
klinicky vyznamné patogenni druhy borrélii ze sk.
Borrelia burgdorferi s. lato (B. b. sensu stricto,
B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana, B. luisitaniae,
B. andersonii, B. bisetii, B. japonica, B. tanukii,
B. turdi, B.sinica)

- Elekronova mikroskopie: omezené pouziti, nutny
odbér materidlu, kde skute¢né muizeme borrélie
ocCekavat. Metodu mame, zavadime.

Nepiimé metody
- Prikaz specifickych protilatek metodou ELISA

- Prtkaz pfitomnost protilatek proti separovanym
antigentim borrélii metodou immunoblot

ELISA

Vzhledem k nizké senzitivité a ¢asové narocnosti
kultivace, spornym vysledkim PCR metody a slozitosti
prikazu borrélii elektronovou mikroskopii je detekce
specifické protilatkové odpovédi vhodnou a doporuc¢enou
metodou pro pritkkaz probihajicitho onemocnéni. Vhodné
je vyuzivat dvoukrokovy postup:

1) prikaz pfitomnosti specifickych anti IgG

aanti [gM imunoenzymaticky (ELISA)
2) prukaz pritomnosti IgG a IgM protilatek proti
jednotlivym, vysoce specifickym,
elektroforeticky rozdélenym antigeniim, metodou



immunoblot.

Pro stanoveni pfitomnosti protilatek metodou EIA
vyuzivame komeréné dostupna diagnostika ceské firmy
TEST LINE - EIA Borrelia recombinant. Souprava
umoziuje pracovat s lidskym sérem, plazmou, synovialni
tekutinou a mozkomisnim mokem. Pro stanoveni anti IgG
odpovédi jsou do jamek mikrotitracni desti¢ky, do nichz
jsou aplikovany vySetfované vzorky, navazany
purifikované antigeny z vybrané casti specifickych
antigent VISE (variable major protein-like sekvence,
expressed), p83, vnitiniho flagelinu (p41i), p39, OspC
apl7 druhti Borrelia burgdorferi sensu lato. Pro anti IgM
pak antigeny z vybranych ¢asti specifického OspC (outer
surface protein, p25), vnitiniho flagelinu p41ia p 39. Pro
anti [gG je garantovana 98,9 % citlivost a 97, 8% specifita,
pro anti [gM 98,9% citlivosta 96,7 % specifita.

Souprava zaroven umoznuje pracovat s mozko-
misnim mokem, kde je nutné pro spravnou interpretaci
vysledkl pracovat s tzv. protilatkovym indexem
(antibody index Al).

Antibody index (AI)

Vysledkem detekce intratékalni produkce
specifickych antiborréliovych protilatek je Antibody
Index, coz je pomér koncentrace specifickych protilatek
v likvoru a v séru ve vztahu ke stavu hematolikvorové
bariéry a koncentraci celkovych imunoglobulini
v likvoru a v séru. Podminkou stanoveni je vzorek veno6zni
srazlivé krve a likvoru odebrany soucasné, stanoveni
hodnot koncentrace albuminu, stanoveni celkovych
imunoglobulinti IgM a IgG v likvoru i séru.

Zvyseni permeability hematoencefalické a hemato-
likvorové bariéry pii neuroinfekcich signalizuje
patologické zmény v CNS. Zména je déna usilim
organismu poskytnout CNS latky s neuroprotektivnim
uc¢inkem, umoziujici efektivni pribéh zanétlivého
procesu.

Albumin je protein syntetizovany v jatrech,
pritomnost v CSF je krevniho piivodu.

Specifické protilatky stanovujeme imuno-
enzymaticky, celkové IgG a IgM protilatky a hladinu
albuminu stanovujeme nefelometricky.

Absolutni hodnoty absorbanci sér a likvori jsou
pfevedeny na tzv. arbitrarni jednotky (AU) a poté
je vypoctena hodnota protilatkového indexu dle Reibera.
Z hodnot koncentraci albuminu a celkovych Ig v séru
a likvoru je vypocitan QAlb, coz je pomér albuminu
v likvoru a albuminu v séru. Hodnota QAlb udava stav
hematolikvorové bariéry (normalni, lehka porucha,
sttedni porucha a tézka porucha hematolikvorové
bariéry).

Immunoblot

Pro stanoveni pfitomnosti protilatek metodou
immunoblot v séru (jde o kombinaci metod Western
a Line blotu) pracujeme s némeckymi diagnostiky
f. Euroimmun (na Cesky trh dodava f. Dynex). Mezi
antigeny navazanymi na nitrocelulézovou membranu
je také vysoce specificky purifikovany rekombinantni
antigen VISE, ktery hraje klic¢ovou roli ve strategii preziti
bakterie. Jednotlivé borrelia-specifické antigeny
z hrubého antigenniho extraktu jsou po otisténi
na membrané rozdéleny dle jejich molekulové vahy v kDa
ajejich polohaje vyrobcem oznacena/obr. €.1/.

Pro stanoveni pfitomnosti protilatek metodou
Westernblot v mozkomisnim moku pouzivame
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Obrazek ¢.1 - Ukdzka stripu s navazanymi antigeny (souprava f. Euroimmun)

Obrdcezk ¢.2 - Ukdzka vysledné pozitivni reakce v IgG (reakce na drovni VISE, p83,
p39,p19 a p17; hraniéni reakce na urovni p30, OspC a p21), a v IgM
(pozitivni reakce na trovni OspC)

diagnostika f. TEST LINE (vyrobce garantuje pouZiti pro
matrici mozkomisni mok), které pracuji se specifickymi
Ag B. garinii (p83,p 39, p30, OspA, OspC, p21,p19,p 17
arckombinantnim Ag VISE) /obr. ¢. 2/.

Vysledky

V roce 2010 jsme vySetfili celkem 481 pacienti,
u nichz byl odebran soucasné mozkomisni mok a sérum
(u dalsich 66 dalsich pacientd byl odebran pouze mok, coz
je pro interpretaci vysledkt podporujicich nebo



zpochybilujicich stanoveni diagnozy nedostatecné).

U 15-ti pacientek v primérném véku 56 let jsme
prokazali pozitivni Al, pficemz ve 14-ti piipadech pouze
pro anti IgG a v jednom piipad¢ pro anti IgG i anti [gM
(tato pacientka byla zaslana k vySetieni s dg obrna licniho
nervu). U téchto zen byla 4x zjiSténa normalni
hematolikvorova bariéra, lehkd porucha bariéry byla
zaznamenana 7X, stfedni porucha 2x.

U 14-ti muzt v primérném véku 47 let s pozitivnim Al
jsme v 10-ti pripadech zjistili pozitivitu v anti IgG a 2x

EUROIMMUN TEEE

Immunoblot for CSF diagnosis of neuroborreliosis
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Obrazek ¢. 3 - Immunoblot pro diagnostiku neuroborreliézy f. Euroimmun

v anti IgM. Ve 3 piipadech byla zjisténa pozitivita pro oba
izotypy. U muzt byla pouze v jednom piipadé detekovana
normalni hematolikvorovéa bariéra, v 7 ptipadech byla
zaznamenana lehkd porucha, 3x stfedni a 4x tézka
porucha hematolikvorové bariéry.

V soucasné dob¢ dale kompletujeme a ovéiujeme data
pacientu.

Kam dale

F. Euroimmun pfipravuje k uvedeni na trh novy
Immunoblot /obr. ¢.3/ pro doplnéni diagnostické mozaiky
neuroborreliézy. Immunoblot kombinuje purifikované
nativni Ag p39, p4l, p83, nativni antigen OspC,
rekombinantni VISE B. afzelii, B. burgdorferi, B. garinii,
rekombinantni p18, p19, p20, p21, p 58 a nové lipidové
antigeny. Metoda je zalozena na hodnoceni pozitivnich
reakei na urovni specifickych antigenti v CSF a v séru. Je-
li pocet reakei vyssi v likvoru nez v séru, znamena to, ze
probiha produkce specifickych Ab v CSF. 'V opaéném
ptipade¢ je zapotiebi hodnotit i intenzitu reakce.

O moznosti pozadovat tento test Vas budeme
informovat.
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Prizkum druhového zastoupeni kampylobaktera ve vzorcich
stolic vysetrenych v bakteriologické laboratori Havirov

Daniela Stuchlikova, Tomas Kutlak, Jana Niemczykova

Bakterie rodu Campylobacter jsou soucasti
fyziologické flory zvifat nebo zvifecimi podminénymi
patogeny. K pfenosu na ¢lovéka dochdzi alimentarni
nédkazou nebo piimym kontaktem. Radi se mezi
nejcastejsi ptivodce gastroenteritid, ale mohou vyvolavat
i extraintestindlni infekce (napf. hepatitidy, sepse atd.),
vétsinou pak jde o komplikace gastroenteritid.

Identifikace kampylobakterd na nasem oddéleni se
bézné provadi pomoci 24-48 hodin dlouhé kultivace
vzorkll stolic na selektivni pudé CAM, pii 42 °C,
v mikroaerofilni atmosféte (pouzivame anaerostat Oxoid
+ vyvije¢ mikroaerofilniho prostfedi Oxoid CampyGen).
Z Sedobilych mukoidnich kolonii vyrostlych na tomto
médiu se zhotovi mikroskopicky preparat, v némz lze
potvrdit pfitomnost G- drobnych spirdlovitych C¢i
zakiivenych tycek az kokli. K spravnému dourceni
napomaha také pozitivni oxidazovy test. Pomoci

hippurdtového testu lze pak u zjiSténé kultury
kampylobaktertt potvrdit jejich zarazeni do druhu
Campylobacter jejuni. Avsak schopnost hydrolyzovat
hippurat nemaji vSechny bakterie tohoto druhu, a tak
i negativni hippuratovy test nevylucuje, Ze se nejedna
o bakterie druhu C. jejuni.

Jelikoz infekce timto druhem mutze podnitit rozvoj
pozdnich nasledktt kampylobakterové gastroenteritidy
(tzv. Guillain Barré syndromu), rozhodli jsme se v obdobi
01 az 03/2011  prozkoumat druhové zastoupeni
kampylobaktert ze vzorkd stolic 1 s pomoci
standardizované¢ho identifika¢niho systému Api Campy
(bioMérieux). U zkoumanych kmentl jsme se pak zaméfili
také na stanoveni citlivosti k vybranym antibiotikiim
(tetracyklin, ciprofloxacin a erytromycin), vhodnych k
1é¢be komplikovanych infekci.

Ze 79 izolath se nam pomoci Api Campy uspésné



podatilo 64 kment ptitadit do druhu C. jejuni subspecies
doylei a9 do druhu C. jejuni subspecies jejuni. 4 kmeny
byly vyhodnoceny jako Campylobacter sp. a pouze 2
zUstaly nezafazeny (vizobr. 1).

C.jejuni C.jejuni .

subs.jejuni subs.doylel : sp.

Obrazek ¢.1 - Vysledky identifikace kampylobaktertu pomoci Api Campy

U 75 kment tohoto souboru byla citlivost ke
zminovanym antibiotikim vySetfena metodou
definovaného gradientu ¢ili E testy. Erytromycin jsme
vybrali jako =zastupce makrolidovych antibiotik,
pouzivanych v 1é¢bé tézkych forem onemocnéni.
U tetracyklinu a ciprofloxacinu jsme piedpokladali
zmény citlivosti v ¢ase.

Pro hodnoceni, zjisténych hotnot byly pouzity
breakpointy CLSI (dfive NCCLS) pro aeroby, jelikoz pro
kamylobaktery zatim definovany nejsou. Rezistentni
kmeny k erytromycinu nebyly zjistény.
Ve srovnani s r. 2001 jsme zaznamenali ur€it¢ zmény -
doslo k posunu hodnot MIC do oblasti intermediarni
citlivosti a sice podil kmenti s hodnotou MIC 1,0 mg/I

ERYTROMYCIN -distribuce MICv mg/1

r.2001- n=74
r.2011- n=75

Obrazek ¢.2 - Distribuce zjistinych hodnot MIC erytromycinu u souboru
sledovanych kmenu Campylobacter sp. v r. 2011 (druha pozice na grafu),
v porovnani s vysledky nasi prvni studie z r. 2001 (prvni pozice na grafu).

se zvySil z 7 % na 16 % (obr. 2). Tyto mirné zmény
v citlivosti kampylobakterd k erytromycinu mohou byt
prvnim néaznakem vyvoje smérem k rezistenci.
Je zde vSak moznost prechodného, sezonniho charakteru
vyskytu uréitého typu kment. Nelze rovnéz vyloucit
i uplatnéni  negativniho vlivu pouzité metody
(mikroaerofilniho prostiedi). Zvysena tenze CO, mize
zvysit okyseleni puidy a tim i snizit i¢inek makrolidi.

FETRACYKLIN -distribuce MIC v mg /1

r.2001- n=74
r.2011- n=75

Obrazek ¢.3 - Distribuce zjisténych hodnot MIC tetracyklinu u souboru
sledovanych kment Campylobacter sp. v r. 2011 (druha pozice na grafu),
v porovnani s vysledky nasi prvni studie z r. 2001 (prvni pozice na grafu).

r.2001- n=74

SIPROFLOXACIN - distribuce MIC mg/
CIPROFLOXACIN - distribuce MIC mg/1 r.2011- n=75

Obrazek ¢.4 - Distribuce zjisténych hodnot MIC ciprofloxacinu u souboru
sledovanych kment Campylobacter sp. v r. 2011 (druh& pozice na grafu),
v porovnani s vysledky nasi prvni studie z r. 2001 (prvni pozice na grafu).

V pfipad¢ tetracyklinu doslo k jednoznacnému
rozdéleni populace kampylobaktert na kmeny bud’ dobie
citlivé nebo kmeny s vysokym stupném rezistence
(v porovnani s r. 2001 zjistén nartst rezistence z 1 %
na 25 %). Intermediarné citlivé kmeny nebyly zjistény
(obr. 3).

Obdobny trend byl zaznamenin i1 v piipadé
ciprofloxacinu (obr. 4), avSak s tim rozdilem, ze nartst
rezistence je pozvolny, s pfevahou kment s vysokym
stupném rezistence . Za obdobi 10ti let se rezistence
k ciprofloxacinuzvysilaz 29%na71 %.

Laboratorni diagnostika infekci virem Epstein-Barrové

Hana Zelend, Jan Raszka

Klinické projevy infekci EBV

Virus Epstein-Barrové (EBV) neboli lidsky
herpesvirus 4 (HHV-4) patii spoleén¢ s HHV-8 do
podceledi Gammaherpesvirinae. V roce 1968 byl virus
EBV prokazan jako ptvodce infekéni mononukledzy
(IM). EBV je nejbéznéjsim ptivodcem IM, avsak obdobné
symptomy mohou zpUsobovat i1 jind agens, napf.
cytomegalovirus (CMV), lidsky herpesvirus 6 (HHV-6),
adenovirus, virus zardének, pfiusnic, HIV, virus
hepatitidy A nebo Toxoplasma gondii. Rovnéz pacienti

s lymfomy nebo nékterymi typy akutni leukémie mohou
mit obdobné pfiznaky a laboratorni nalezy jako jsou
uinfekéni mononukledzy.

Primoinfekce virem EBV nejcastéji prob&hne
v détstvi, u imunokompetentnich malych déti je zpravidla
asymptomatickd nebo se projevi jen jako lehké
necharakteristické hore¢naté onemocnéni. S infekci EBV
se béhem svého Zzivota setkd drtiva vétSina populace,
pouze pfiblizn¢ 5 % osob zistava i v dospélosti EBV
séronegativni. Prob&hne-li primoinfekce u starsiho ditéte



nebo mladého dospélého, piiblizn€ v poloviné pfipadl se
manifestuje jako infekéni mononukledza
charakterizovand kombinaci piiznakd: unava,
nechutenstvi, nausea, bolest hlavy, horecka, tonzilitida,
faryngitida, zvétSeni krénich lymfatickych uzlin,
hepatitida, zvétseni sleziny, nékdy kozni vyrazka. V
laboratornim nalezu dominuji zvySené hodnoty jaternich
enzymu, charakteristickd je lymfocytéza s pfitomnosti
atypickych lymfocytt (mononuklear) v periferni krvi.
Po prob¢hlé primoinfekei u imunokompetentnich jedinct
prechazi EBV infekce do neproduktivni latentni faze, kdy
EBV pretrvava dozivotné v B-lymfocytech aniz by svému
nositeli zptisobovala néjaké potize.

V pribéhu zivota se mohou vyskytnout epizody
reaktivace latentni EBV infekce, zpravidla v souvislosti
s imunodeficitem, stresem organismu nebo jinou
probihajici infekci. Pfi reaktivaci je virus vylucovan
slinami, obvykle neni provdzena klinickymi pfiznaky,
n¢kdy se vSak muze projevit jako faryngitida, zvySena
unavnost, zdufeni miznich uzlin, v laboratornim nalezu
mohou byt zvySené hodnoty jaternich enzymu. Pri
chronické aktivni infekci EBV dochazi k opakovanym
reaktivacim provazenym klinickymi ptiznaky, Casto je
spojena s imunodeficitem. Je diskutovana souvislost
chronické EBV infekce nebo reaktivace s chronickym
unavovym syndromem.

Velmi zavazny, Casto fatalni, je prubéh infekce EBV
u chlapct s vzdcnou vrozenou chorobou,
lymfoproliferativnhim syndromem vazanym na
chromozom X (XLP). Zavazna lymfoproliferativni
onemocnéni zpusobuje EBV i u osob s jinymi
imundeficity, napf. po transplantacich a u HIV
pozitivnich.

EBV se podili na patogenezi nékterych malignich
onemocnéni rovnéz u imunokompetentnich osob, napft.
Burkittiv lymfom, nasofaryngedlni karcinom,
Hodgkinova choroba, lymfomy, lymfoepiteliomy,
adenokarcinomy GIT a dalsi.

EBV muze byt ptuvodcem nékterych neuroinfekei
ainfekci oka (uveitidy, keratitidy, konjunktivitidy).

Sérologicka diagnostika infekci EBV

Spektrum dostupnych diagnostickych metod zahrnuje
jednak nespecifické testy pro detekci heterofilnich
protilatek (Paul Bunnel, Ericson, Davidsohn) a jednak
testy pro detekci specifickych protilatek. Heterofilni
protilatky jsou nespecifické polyvalentni protilatky, které

jsou produkovany v dusledku masivni aktivace
B-lymfocytti, ktera provazi infekéni monoukleézu,
nejsou vsak specifické pouze pro IM. Jsou pozitivni asiu
80 % pacientd s infekéni mononukledzou, u déti do 10 let
vsak méné nez v 50 %. Z toho divodu je tato diagnostika u
déti nevhodna a v fad¢ laboratofi se od ni ustupuje ve
prospéch stanoveni specifickych anti-EBV protilatek
metodami NIF, ELISA nebo Imunoblot.

Jednotlivé EBV antigeny a specifické protilatky se
objevuji postupné v riznych fazich infekce. Na zakladé
stanoveni protilatek proti témto antigentim Ize s vysokou
hlediska laboratorni diagnostiky jsou antigeny VCA
(virovy kapsidovy antigen strukturalni antigen pfitomny
v prubchu lytické faze infekce), EBNA-1 (nuklearni
antigen - produkovan v jadru vsech latentné infikovanych
bun¢k) a EA (Casny antigen nestrukturalni protein
produkovany infikovanymi butikami na zacatku lytické
faze). Casny antigen ma 2 slozky: EA-D (difuzni),
pfitomen v jadru i v cytoplazmé bunky vyuzivan
v diagnostickych testech a EA-R, ktery je pouze
v cytoplazmé.

V diagnostice EBV infekce je bézné dostupné
stanoveni celkem 8 parametri: protilatky anti-VCA IgG,
IgM, IgA aaviditaIgG, anti-EBNA-1 IgG aIgM, anti-EA-
D IgG a IgM. Pro rutinni diagnostiku vsak zpravidla staci
4-5 parametru, nejéastéji jsou vyuzivany anti-VCA IgM,
IgG, pfipadné avidita IgG, anti-EBNA-1 IgG a IgM.
Ostatni parametry jsou vyhrazeny pro piipady s atypickou
protilatkovou odpovédi, pro pfipady reaktivace,
chronické EBV infekce nebo pro osoby s poruchami
imunity. V téchto pfipadech I1ze s vyhodou vyuzit i pfimé
diagnostiky EBV metodou RT-PCR.

Na zacatku primoinfekce (4.-7. den) se zpravidla
objevuji protilatky anti-VCA ve tfidé¢ IgM a takika
soucasné¢ i IgG. Protilatky IgG anti-VCA maji v prvnich
4-6 tydnech po primoinfekci nizky index avidity (do
40 %). Protilatky IgM anti-VCA pretrvavaji 2-4 mésice,
poté vymizi a dozivotn€ jsou piitomny jen protilatky IgG.
Priblizné 10 % pacientll vSak netvoii pfi primoinfekci
anti-VCA IgM nebo se IgM objevuji pozdéji nez IgG.
Naopak u nékterych pacientii se [gM anti-VCA tvoii jesté
i 6-8 mésict po primoinfekci, IgM mohou byt ptitomny
1 pii reaktivaci nebo v disledku polyklonalni stimulace B-
bun¢k v dusledku jiné probihajici infekce. V téchto
pfipadech je pro rozliSeni primoinfekce obzvlaste dtlezité
stanoveni avidity IgG anti-VCA.

zakladni parametry dopliikové parametry
EBNA-1 [ EBNA-1 | VvcA | vea | VS8 | vea | EAD | EAD
IgM 1gG IgM 1gG e IgA IgM 1gG
Séronegativni
neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
Primarni neg. e dn poz. poz. poz.
EBV infekce neg./poz. (poz) poz.(neg.) poz. nizka (neg)) (neg.) (neg.)
Latentni ne poz. neg. oz vvsok e ne neg.
infekce g (neg.) (poz.) PO% Y & g (poz.)
Reaktivace neg./poz poz. oz.(neg.) 0Z vysoka 0z oz./ne, 0z
. 2./poz. (neg.) poz.(neg. poz. Yy poz. poz./neg. poz.
Chronickd neg.(poz.) | neg./poz 0z./ne 0z soka 0z./ne 0z./ne 0z
aktiv. infekce &-(poz. £/poz. | poz/neg. poz. vy poz/neg. | poz/neg. poz.
Vysvétlivky: neg./poz. nebo poz./neg. — obé varianty jsou mozné, prvni je ¢astéjsi, druha méné Casta
neg. (poz.) nebo poz. (neg.) — obvykla je prvni varianta, varianta v zavorce se vyskytuje vzacné

Tabulka ¢.1 - Interpretace sérologickych ndlezi u EBV




Protilatky anti-EBNA-1 se objevuji zpravidla az za
3-6 mésict po primoinfekei, nejprve IgM a pozdéji IgG.
IgM postupné vymizi, zatimco IgG anti-EBNA-1
pretrvavaji celozivotné. Pfiblizné 10 % osob vsak nikdy
protilatky proti nuklearnimu antigenu nevytvoii. Naopak
v nekterych pripadech se mohou anti-EBNA protilatky
objevit diive, nékdy i pfed vymizenim anti-VCA IgM pri
primoinfekei. V téchto pfipadech je interpretace
sérologickych nalezti obtizna a pomaha stanoveni dalSich
markert, zejména avidity IgG anti-VCA, anti-EA IgG
aanti-VCAIgA.

Protilatky anti-EA se objevuji na zacatku
primoinfekce u 50-70 % pacientli a vymizi v prubéhu 2-4
meésicl. Vysoké hodnoty anti-EA IgG jsou detekovany
zejména u reaktivace EBV infekce, u chronické infekce
a u nékterych malignich onemocnéni navozenych EBV.
Pro reaktivace a chronické stavy jsou charakteristické
také siln¢ pozitivni anti-VCA IgA, které se objevuji i v
Casné fazi primoinfekce.

Pfima diagnostika infekci EBV

Pro pfimou diagnostiku EBV se v dnesni dobé vyuziva
v laboratorni praxi nejcastéji metody RT-PCR pro
kvantitativni stanoveni virové DNA. Tato metodika je
vyhrazena pro ptipady, kdy na zaklad¢ sérologického
vySetfeni nelze jednoznacné stanovit diagnozu, je
pomocnou metodou v pripadech chronické aktivni
infekce a lymfoproliferativnich stavia u
imunosuprimovanych osob, kdy stanovujeme virovou
naloz v télesnych tekutinach nebo v bioptickych vzorcich.

Piimy prtikaz virové DNA v likvoru je metodou volby
u neuroinfekci, soucasné je vhodné vzdy porovnat

virovou ndloz v krvi vzhledem k mozné kontaminaci
likvoru krvi pfi odbéru vzorku. V indikovanych pfipadech
1ze vysetrit metodou PCR ijiny material, napf. stér z oka ¢i
sklivec u o¢nich infekei.
Zaveér

Volba vhodnych diagnostickych metod a nasledna
interpretace vysledkti zavisi na anamnéze, klinickém
stavu pacienta i na vysledcich ostatnich laboratornich
vySetfeni. Nespravny odbér materialu, nevhodné
skladovaci ¢i transportni podminky byvaji pfic¢inou
nespravnych a mnohdy i zavadéjicich vysledkd. Proto pfi
jakychkoliv pochybnostech je vhodné odbér materialu,
vybér diagnostickych metod a interpretaci vysledkt
konzultovat s pracovniky laboratote.
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Vyznam rychlych metabolickych vysetrovacich metod
pro zachyt mykobakterii z klinickych vzorki

Jifina Stolafikova, Vit Ulmann, Dagmar Stérbikova

Tuberkuloza predstavuje vyznamny problém
svétového zdravotnictvi a je jednou z hlavnich pfic¢in
umrti na infekéni choroby ve svété. Dle WHO se
odhadovalo v roce 2009 asi 9,4 mil. nemocnych na
tuberkulozu, na toto onemocnéni umira asi 2 mil. lidi
ro¢né. Pribylo rovnéz piipadt netuberkuléznich
mykobakterialnich infekci a navic doslo ke zvySeni
vyskytu multirezistentni tuberkuldézy - multidrug-
resistant tuberculosis - MDR-TB, (mezi zemé s nejvyssi
incidenci MDR-TB patfi Cina, Indie, Ruska federace,
jizni Afrika)™.

Kultivace, identifikace a ozndmeni pozitivnich
vysledkti trva laboratoiim relativné dlouho, coz je
zpusobeno tim, ze generac¢ni doba mykobakterii je ve
srovnani s vétsinou jinych mikroorganismi podstatné
delsi, coz ovliviyje ristové podminky a délku kultivaéni
doby. Centra pro kontrolu a prevenci nemoci (Centers for
Disease Control and Prevention - CDC) doporucila
vynalozit maximalni Gsili, aby laboratofe mohly vyuzivat
nejrychlejsi metody, které jsou v radmci diagnostiky
mykobakterii dostupné. Vedle standardniho
mikroskopického a klasického kultiva¢niho vysetfeni se
doporucuje pouzit rychlou metabolickou kultivaéni
metodu "**’. Zkumavky pro zachyt mykobakterii MGIT
(Mycobacteria Growth Indicator Tube fy Becton

Obrazek ¢.1 - Pozitivni kultivace mykobakterii metodou MGIT
(hrudkovité kolonie na dné zkumavky)

Dickinson) obsahujici pozménéné zivné médium
Middlebrook 7H9 s piidavkem zivnych latek
a antibiotickou smési, jsou jednim z nejuzivanéjsich
tekutych médii pro rychlou kultivaci mykobakterii. "**’
Rovnéz nase laboratof ma s timto vysetienim velice dobré
zku$enosti (viz. nize).

Vsechny typy klinickych vzorkti (pulmonarni
i extrapulmonarni, s vyjimkou krve a moci), lze ve
zkumavce MGIT kultivovat. VySetfovany vzorek je
inokulovan do zkumavky MGIT, kultivovan a prabézné



Tabulka ¢. 1 -Vysledky vysetfeni rychlou kultivaéni metodou MGIT v porovndni
s klasickou kultivaéni metodou za rok 2008, 2009 a 2010.

MGIT + MGIT + MGIT - MGIT + Kont.
Kultivace Kultivace - | Kultivace + Kont. MGIT
+ kultivace | Kultivace +

2008 102 33 (6) 87 (42) 23(D) 5(2)
2009 110 60 (40) | 46 27)° 7(4) 7(4)"
2010 98 67(58) | 34(15" | 14(12) 0(0)"
CELKEM 310 160 (104) | 167(84) | 44017 12(6)

* ¢isla uvedena v zavorce uvadgji pocty zachycenych kment M.xenopi

**  ¢isla uvedena v zavorce uvadgji poéty zachycenych kment M.gordonae
Kont. = kontaminace

Tabulka c. 2 - Srovndni vysledkd vysetieni rychlou kultivaéni metodou MGIT
a klasické kultivace u pozitivnich ndlezii za obdobi 2008-2010.

MGIT + MGIT + MGIT - MGIT + Kont.
Kultivace + | Kultivace - | Kultivace + Kont. MGIT
Kultivace Kultivace +

M.tuberculosis 122 11 13 7 1]
Mk i 47 5 T 3 |
MAIC 50 7 7 4 2
M. fortuitum 10 [ 3 2 il
M chelonae 7 0 7 0 ]
M xenopi 26 104 22 17 !
M. gordonae 3 3 84 | 6

MAIC = Mycobacterium avium- intracellulare complex

® Vtabulce jsou uvadény pocty jen nejcastéji se vyskytujicich mykobakterii, ojedinélé
nalezy méné b&znych mykobakterii nejsou v tabulce uvedeny, jelikoz pro malé poéty
nelze provést validni hodnoceni.

odecitan az do =ziskdni pozitivniho vysledku nebo
do ukonéeni kultivace (42 dni).

Zkumavky, které jsou vybrany s podezienim na
pozitivni nalez mykobakterii, jsou vySetfeny
mikroskopicky na pfitomnost acidorezistentnich ty¢inek.
Pozitivni vysledky jsou hlaseny jako predbézny vysledek
osetiujicimu lékari.

VySetteni provadéna rychlou metabolickou metodou
jsou doplikova vySetfeni a musi vzdy probihat zaroven
s mikroskopickym vySetienim a inokulaci alespon dvou
vajeénych ptid a naslednou kultivaci po dobu 9 tydnd®.

Vysetfeni metodou MGIT manual bylo zahajeno
na nasem oddéleni v roce 2001. Vyhodou vysetieni je
moznost pouziti i pro silné¢ kontaminované vzorky
nespecifickou bakterialni flérou, kterou se nepodafilo pii
dekontaminaci dostate¢né eliminovat (viz. tabulky). Také
vzhledem k automatickym systémim ma manualni
odecitani své vyhody. Je mozno sledovat dynamiku
fluorescence u jednotlivych vzorkd a udélat
mikroskopické vysetfeni u podezielych vzorki, které
maji niz§i hodnotu nez je pozitivni (pozitivita je dana
mezni hodnotou 13 na stupnici odecitaciho zatizeni, ktera
signalizuje pfitomnost cca 104-107 zivotaschopnych
mykobakterialnich jedinci v 1 ml média - CFU/ml),
automatické systémy toto nezachyti (Casté napf.
u M. xenopi - viz. tab. &. 2)’. Je zde moznost vénovat
zvySenou pozornost pacientim s nalezem
mykobakteridlnich kment jiz v minulosti, pacientim
s pozitivni mikroskopii, popf. konzultovanym pacientiim.
Kapacita vySetfeni neni omezena. Nevyhodou je vyssi
¢asova naro¢nost kladend na ode¢itajiciho pracovnika’.

Neékteti vzacn€jsi (méné beézni) zastupci rodu
Mycobacterium, ale 1 subspecie béznych druht
mykobakterii, nemusi byt diky svym kultivacnim
narokim a niz§i odolnosti vic¢i dekontamina¢nim
¢inidlim pfi pouziti standardnich postupd v klinickém
vzorku detekovani.

Za pozornost stoji idaje o vytéznosti izolaci M. xenopi
metodou MGIT, které¢ je pomalu rostouci podminéné
patogennim mykobakteriem, schopnym vyvolat
onemocnéni ¢lovéka s plicni i mimo plicni lokalizaci™.
Kmen ma vyssi ristové naroky, tudiz se mu vice dafi v
obohaceném kultivaénim médiu MGIT, rovnéz je to dano

MizroMGID

Obrazek ¢. 2 - Immunoblot pro diagnostiku neuroborrelidzy f. Euroimmun

charakterem jeho ristu (v roztrouSenych drobnych
hrudkovitych koloniich), které zachyti oko zkuseného
pracovnika, nikoliv automaticky systém (viz. tabulky)’.

U kmenti M. gordonae je nase zkuSenost odlisna ve
prospéch kultiva¢ni metody (viz. tabulky).

v

Kmen ma niz$i kultivaéni naroky, stejné jako
M. xenopi se bézné nachazi ve vodovodnich systémech,
na rozdil od M. xenopi se nepovazuje za patogenni ani
podminéné patogenni mikroorganismus. Na kultiva¢nich
pudach se nachazi vétsinou v ojedinélych koloniich a je
povazovano za kontaminaci.

Rychld metabolickd kultivaéni metoda MGIT
pfedev§im vyznamné urychluje dobu zachytu
mykobakterii vzhledem ke klasické kultivaci. Napf.
u kmene M. tuberculosis je to v pruméru o 12 dni,
u pomalu rostoucich mykobakterii M. avium az o 18 dni
auM. intracellulare 0 16 dni".

Pii nalezu acidorezistentnich ty¢inek ve zkumavce
MGIT je hodnocen zarovei nalez na klasickych
kultivacnich ptadach, v fadé pfipadl je tedy i pozitivni
kultivacni vysledek zjistén dfive nez pii rutinnim
odecitani kultivacniho vySetfeni.

Vysledky kultivace z nasi laboratoie i ze zahranici
potvrzuji, ze MGIT je rychla, citliva a spolehliva
kultivacni metoda pro zachyt mykobakterii ze sput
ijinych klinickych vzorku, ve svété povazovana za ,,zlaty
standard.* "’

Na zakladé nasi dlouholeté zkusenosti pti vyuzivani
této metody a také piijatelnym nakladim na vySetieni,
doporucuje MGIT jako vhodny dopln¢k ke klasické
kultivaci u vS§ech druhtt materidlti odebiranych pacientim
s podezfenim na tuberkulézu a mykobakteriozu.
V piipadé opakovanych odbéri sputa v pribéhu tydne, je
vhodné alesponi u jednoho az dvou vzorkil ze série toto
vySetieni doplnit.
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Vysetieni protilatek proti vlasovym folikuliim u alopecia areata

Jana Motlochova

Alopecie je onemocnéni charakterizované
vypadavanim vlasi, kdy dochazi k porucham vlasového
rastu.

Pfi¢ina vypadavani vlasi muze byt jednak vngjsi
(exogenni) zptisobena chemickymi (trvald, barveni),
mechanickymi (rizné ucesy) a fyzikalnimi vlivy nebo
vnitini (endogenni) jako diisledek nemoct, Spatné vyzivy,
vypadavani vlasti podminéné medikament6zné, prirozené
ztraty vlast, po t¢hotenstvi, genetické podminénosti.

3%

V zavislosti na pfi¢iné poruchy rastu vlast 1ze alopecii
klasifikovat do né¢kolika skupin (loziskova/difuzni,
lokalizovana/totalni, jizvici/nejizvici).

Jizvici alopecie - patfi sem napf. alopecie atrophicans
a celd skala onemocnéni koncicich jizvou. Podstatou
jizvicich alopecii je zanik vlasového folikulu (napf.
nasledkem bakterialnich zanétli nebo virovych infekei.)

Nejizvici alopecie je reverzibilni a je nad¢j na uplné
vyléceni. Patfi sem napf. alopecie areata a alopecie
traumatica.

Alopecia areata (AA) je nejizvici alopecie, typicka
nadhlym vznikem ostfe ohrani¢enych okrouhlych nebo
ovalnych lozisek, s nezménénou kizi. Lozisko je obvykle
ojedinélé nebo jich vznikd nékolik soucasné. Ackoli
onemocnéni neni Zzivotu nebezpecné, muze vést
k psychickym poruchdm jedince, az k neakceptovani sebe
sama a vylouceni sebe sama ze spolecnosti. Pocatek
onemocnéni se objevuje nejcastéji v détském
az mladistvém veku, ale mize se projevit i v dospélosti.
Casto byva doprovazeno astmatem, sennou rymou,
atopickym ekzémem, onemocnénim zlaz s vnitini sekreci
a s jinymi nemocemi s autoimunitnim podkladem. Pacient
prichazi k 1ékati na dermatologii v dob¢, kdy postiehne
alopaticka loziska. Ve skutecnosti vSak toto onemocnéni
zaCina diiv (1). Pacient v anamnéze vétSinou udava, ze
bezprostiedné pred objevenim se alopatickych lozisek
prosel silnym psychickym stresem (napf. ztrata
zaméstnani, umrti blizké osoby). Pokud se na tento typ
alopecie nereaguje 1é¢bou, jeji dalsi vyvoj mize vést k
uplné plesatosti (A. totalis) nebo ke ztrate vlast a chlupt
po celém tele (A. universalis). Pfesna patofyziologie
onemocnéni je porad neznama. Vedle genetickych pfic¢in
to mohou byt pfi¢iny nervového ¢i psychického ptivodu,
velka vaha se pripisuje pri¢indm imunologickym. Lze si
také povSimnout, ze mnohdy soucasné probihd dalsi
autoimunitni onemocnéni (systémovy lupus
erythematodes (SLE), diabetes mellitus (DM),
tyreoiditida aj.). Krokem vpfed ve vyzkumu

patofyziologie onemocnéni bylo zjisténi, Ze se u AA,
stejné jako u jinych autoimunitnich onemocnéni,
vyskytuji autoprotilatky.

Patofyziologie AA

Vypadavani vlast souvisi se zménami v ristovém
cyklu vlasu. Tkanova biopsie z postizeného mista AA
ukazuje normalni pocet folikuld, ale vétSina z nich jsou
vtelogenni nebo katagenni fazi.

Vlasovy folikul je poskozen v cCasné anagenni
(rastové) fazi. U nemocnych nachazime asto vysoky titr
protilatek IgG proti antigennim strukturdm vlasového
folikulu (2).

Nejbéznéjsimi antigeny u AA jsou struktury vnitini
a vnéjsi kofenové pochvy, matrix, vSechny antigenni
struktury na keratinocytech (Auberova matrix), pre-
cortex acortex (viz obr. 1).
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Obrazek ¢.1 - Struktura vlasu

Autoprotilatky proti témto antigentim, mimo jiné
faktory, maji na svédomi zastaveni rustu vlasi.Velky
vyznam ma i lymfocytarni infiltrat kolem i ve vlasovém
folikulu v anagenni fazi (3). V infiltratu jsou to predevsim
lymfocyty CD4+ kolem folikulu, CD8+ intrafolikularné,
v mensi mife Langerhansovy bunky.

Urc¢ité mnozstvi imunokompetentnich bunék se
nachazi i u fyziologického folikulu, avsak ne v tak velké
mife jako u AA. Z vySe uvedeného vyplyva, ze kolem
vlasu v jeho anagenni fazi je urcitd imunologicka
rovnovéha, jejiz naruSeni vede k autoagresivnim
pochodim. To vysvétluje, ze AA je povazovana za
autoimunitni onemocnéni s ucasti bunécné 1 humoralni
imunity.




Metody detekce protilatek proti vlasovym
folikulim
Neprima imunofluoresce (4)

Vétsinou se jako substrat pouziva lidsky zdravy skalp
(udava se 7um silny/tlusty) a fluoresceinem znaceny
konjugat. Preparaty se odecitaji ve fluorescenénim
mikroskopu a hodnoti se intenzita fluorescence
od negativni az po silné pozitivni.

Experimentalné bylo provedeno stanoveni
autoprotilatek proti strukturam vlasového folikulu
ve skupiné nemocnych s AA a ve skupiné zdravych
jedinct, kteti slouzili jako kontrola (4). Bylo zjisténo,
ze autoprotilatky se vyskytuji v obou skupindch, avsak
protilatkova odpovéd u kontrolni skupiny byla jen ve
30 % a titr protilatek byl nizky. Pozitivita antigennich
struktur byla riznoroda (vnéjsi, vnitini kofenova pochva,
matrix, pre-cortex, keratogenni zodna, folikularnim
papila).

Western Blot (2,4)

Antigeny jsou pripravovany ze zdravého lidského
skalpu. Pacienti s AA vykazuji vysokou reaktivitu proti
témto skupinam antigend: 44-46 kDa (exprese
na keratinocytech vlasovych folikult v prekortikalni
zong), 60-75 kDa, 90-120 kDa, 200-220 kDa
(trichohyalin ve vnitini kofenové pochve).

Lécba AA je velice obtizna a odezva individualni.
Podavaji se  imunosupresiva, mistné¢ se pouziva
kryoterapie, fototerapie s aplikaci psoralenti pred
ozafenim, imunostimulacni latky (5).

Nejlepsi vysledky piinasi difenylocyklopropenon
(DCP).

Pii vyzkumu ucinnosti 1é¢by DCP na obnoveni ristu
vlast byly pacientiim vySetfeny protilatky proti vlasovym
folikulim pifed 1é¢bou, v prabéhu lécby a po 1écbe.
Pacienti pfed 1écbou vykazovali protilatky proti niz$Sim
vrstvam vlasového folikulu, zejména proti keratinocytim
a vnitini kofenové pochvé. Za 3 - 9 mésicu 1écby byly
pozorovany na kuzi chloupky a titr protilatek byl zatim
stejny, v nékterych ptipadech byl i vyssi nez tomu bylo
pred 1é¢bou. Protilatky byly namifeny predev§im proti
vnitini kofenové pochvé. Pi dalsim pokracovani v 1€cbé
se zacal titr protilatek u nékterych pacientii snizovat. Po
kompletni 1é¢be¢, pfi nartstu trvalych vlast, u vSech
pacientti doslo k poklesu koncentrace (titru) protilatek.
U nékterych pretrvaval nizky titr.

Porovnava-li se dynamika zmén koncentraci
protilatek pred lécbou, v prubéhu lécby a po 1écbé
stanovenych metodou nepfimé imunofluorescence se
stanovenim Western Blotem, lze fict, Zze pohyb

koncentrace protilatek je obdobny. Po kompletni 1écbé
iu WB byly pozorovany slabé pasy v oblasti 47, 50, 57
kDa(4).

Nase laboratoi provadéla stanoveni protilatek proti
vliasovym folikulim metodou nepfimé
imunofluorescence na substratech opi¢i kize dodavanych
firmou Bindig Site (Money Hair Follicle, kat.cis.
CUS2176, Binding Site Ltd.). Jako konjugat byl pouzivan
anti-Human IgG (H+L) Monkey Adsorbed AFF FITC
rovnéz od firmy Binding Site Ltd. VySetfeni bylo
provadéno v sérech fedénych 1:40. Tato diagnostika je
dnes jiz nedostupna. V soucastné dob& nejsou v CR
dostupna zadna komeréni diagnostika pro detekci nebo
stanovovani protilatek proti vlasovym folikulim nebo
jejich antigentm.

V obdobi tinor 2009 az prosinec 2010 bylo vySetieno
108 pacienti, z toho 83 zen a 25 muzi. Pozitivni protilatky
proti vlasovym folikuliim byly nalezeny u 8 pacientt
s diagndézou alopecia areata, alopecia universalis
a 5 pacientl s riznymi diagnézami, a to piedevsim
tykajicich se §titné zlazy.

Sledovani pacienti byli vétSinou lé€eni kortikoidy
v kombinaci s cyklosporinem, kdy doslo k ¢astecnému
nebo Uplnému narlGstu vlast. Zajimavym poznatkem
z praxe je, ze tato kombinovana lécba alopetickych
pacientl je UspésSna jak pro pacienty, u kterych byly
prokazany protilatky proti vlasovym folikulim, tak
u pacientl s negativnim nalezem téchto protilatek.

Z vyse uvedeného se nabizi otdzka: Ma vysetfovani
protilatek proti vlasovym folikuliim klinicky vyznam?
Podle doporuceni odbornikti na diagnostiku a [écbu AA by
se mél vice provadét histologicky rozbor kiize, v jehoz
ramci by se mélo zjist'ovat, zda kolem vlasového folikulu,
pokud je vubec pfitomen, je infiltrace T lymfocytu.
V piipadé zjisténi takovéto infiltrace je na misté zahdjit
1écbu. V opacném pfipadé€, tzn. neptitomnosti folikuli,
vyseuvedend lécba nemd vyznam.
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Nové moznosti identifikace mikroorganismi

Tereza Skapova

V mikrobiologické laboratofi je identifikace
mikroorganismt izolovanych z klinického materidlu
zalozena nejCastéji na identifikaci jejich fenotypovych
vlastnosti. Mezi tradi¢ni metody identifikace
mikroorganismt nalezeji mikroskopie, rist na
selektivnich nebo selektivné-diagnostickych pudach
a stanoveni biochemickych vlastnosti izolovanych
mikroorganismu. Zaklad identifikace mikrobu

predstavuji biochemické identifikaéni metody, kdy
zjistujeme schopnost mikroorganismti metabolizovat
urCité substraty. Existuje mnoho typl identifikacnich
testl, které se 1isi jak rychlosti, tak technikou provedeni.
Biochemicky prikaz nalezi v soucasné dobé stale
k nejcastéji pouzivanym metodam identifikace, je ale
zalozen na rastu mikroorganismti a proto je relativné
Casove narocny.



Za alternativu klasickym zptisobiim identifikace by
mohly byt povazovany molekularné biologické metody,
zejména detekce nukleovych kyselin mikroorganismi
metodou polymerazové fetézové reakce (PCR) nebo
sekvenace 16S ribozomalni RNA. Tyto metody jsou
ovsem stale finanéné naro¢né a pro rutinni identifikaci
mikroorganismi z vétSiny vzorka klinického materialu
nejsou vhodné.

V poslednich dvou letech pronika do klinickych
laboratofi novy zptsob identifikace pomoci hmotnostni
spektrometrie, kterd je zalozena na rozdéleni nabitych
Castic podle jejich molekulovych hmotnosti. Konkrétné
se jednd o metodu MALDI-TOF  hmotnostni
spektrometrii celularnich proteind vyuzivajici ionizaci
laserem za pfitomnosti matrice (MALDI, matrix assisted
laser desroption/ionization) v kombinaci s detektorem
doby letu (TOF, time-of-flight). Jsou tedy detekovany
bilkoviny specifické pro dany mikroorganismus, jejichz
spektrum je poté srovnavano s Sirokou databazi
referencnich spekter (diky otevienosti databaze
teoreticky neexistuje limit metody MALDI-TOF ve
schopnosti identifikace)(1, 3).

Komeréné dodavané automatizované systémy
MALDI-TOF jsou svou velikosti a nenarocnosti na
specialni vybaveni vhodné pro rutinni pouziti. Pfiprava
vzorku pro analyzu je jednoduchd - vzorek (mala ¢ast
kolonie mikroorganismu izolované na pevné kultivacni
pude) je nanesen na terc¢ik na povrchu kovové desticky.
Poté¢ je vzorek pievrstven vhodnou matrici (smes
organickych kyselin) a po zaschnuti je pfipraven k analyze
ve spektrometru, kterda probihd zcela automaticky.
Provadéné studie uvadéji uspésnost druhové identifikace
metodou MALDI-TOF v rozmezi 84,1-952 % (1).
Nejveétsi vyhodou metody je bezesporu rychlost.
Vysledek identifikace metodou MALDI-TOF je znam
zhruba za 5 min. od zapoceti analyzy (identifikace

klasickymi metodami trva 5-48 hod.!). Je-li 1ékafi znama
identifikace patogenu v takto kratké dob¢, muze
optimalizovat €asnou empirickou antibiotickou 1écbu
upacienta.

Spektrum identifikovanych mikroorganismti zahrnuje
bakterie, mykobakteria i kvasinky, probihaji studie, které
se zabyvaji vyuzitim MALDI-TOF k identifikaci
vlaknitych hub (1). Je rovnéz testovan potencial metody
pfi prikazu patogeni piimo ze vzorkd klinického
materialu, zejména z hemokultur (2, 4). V budoucnu neni
vyloucena ani schopnost metody MALDI-TOF detekovat
nekteré molekuly ovliviiujici rezistenci bakterii
k antibiotiktim (1).

Moznost identifikace mikroorganismii metodou
MALDI-TOF jist¢ vyznamné zméni systém prace
v klinickych laboratofich. Rychlost, jednoduchost
provedeni a nizké naklady na analyzu maji vyznam pro
kliniky 1 pro laboratof. Laboratof bakteriologie
Zdravotniho ustavu se sidlem v Ostravé planuje zavedeni
a rutinni vyuzivani metody identifikace metodou
MALDI-TOF do konce letosniho roku, coz, jak doufame,
povede k dal§imu zkvalitnéni ndmi poskytovanych
sluzeb.
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Vazeni kolegové soucastniibudouci,

dovolte mi, abych Vas touto cestou kratce seznamil s ¢innosti
Obchodniho oddéleni Zdravotniho Gstavu. Zamérem tohoto pracovisté
je maximalné vychazet vstiic pfanim a konkrétnim pfedstavam nasich
klientd. Tento cil realizuje tym obchodnik, ktery zodpovédné, peclive a
ochotn¢ fesi veskeré pozadavky. Ochota naslouchat a schopnost fesit
problémové situace jsou zakladem pro vybudovani Uspé$ného a
stabilniho vzajemného vztahu. Vysokou uroven a kvalitu sluzeb,
ptipadné konzultace zajistuji odborni pracovnici laboratofi Zdravotniho
astavu. Clenové naseho tymu dé&laji vie proto, aby vzajemné vazby byly
co nejpevnéjsi. V ptipadé jakychkoliv otazka zadosti, prosim, nevahejte
a obrat’te se na nas, nebot’ jsme tady pro Vas. Dovolte mi kratké shrnuti
hlavni ¢innosti Zdravotniho Gstavu:

Centrum klinickych laboratof¥i:

Siroké spektrum laboratornich vy3etieni biologického materialu v
oblasti bakteriologie a mykologie, imunologie a alergologie, virologie,
parazitologie a Iékaiské zoologie, molekularni biologie, genetické
toxikologie. Pfipravuje autovakciny pro imunomodula¢ni 1écbu,
zajistuje konzultace zavaznych komunitnich infekci a méné obvyklych
mikrobiologickych nalezl, garantuje ambulantni a superkonzilidrni
¢innost v oblasti klinické imunologie a alergologie. Souc¢asti Centra jsou
rovnéz dvé narodni referenéni laboratofe - pro arboviry a pro
urogenitalni trichomonoézu. Centrum provadi sledovani bakterialni
rezistence na antibiotika v lizkovych zafizenich v ramci prevence
nozokomialnich nakaz rovnéz stéry z nemocni¢niho prostiedi. Vse v
souladu se soucasnymi pravidly lékatské védy i v souladu s platnymi
predpisy CR.

Zajistujeme odborné seminafe. Samoziejmosti je zajisténi
transportu - svoz vzorki, zajisténi distribuce vysledki v papirové
i elektronické podobé. Pro vySetfeni urgentnich vzorki zajistuje 24-
hodinovou sluzbu.

Pracovnici Obchodniho oddéleni CKL:

Ing. Pavel Jurcik

tel.: 596 200 226, mobil: 731 691 568, e-mail: pavel.jurcik@zu.cz
Zaneta Kovacikova

tel.: 596 200 316, mobil: 734 510 850, e-mail: zaneta.kovacikova@zu.cz
Jifina Kmecova

tel.: 596 344 480, mobil: 602 751 391, e-mail: jirina.kmecova@zu.cz
Hana Pavla

tel.: 596 383 252, mobil: 602 583 971, e-mail: hana.paviu@zu.cz
Hana Stéiikova

tel.: 596200 138, mobil: 731 608 193, e-mail: hana.sterikova@zu.cz

Centrum hygienickych laboratofi:

Komplexni sluzby v oblasti analyz vod, odpadi, zemin, kalu, piskd,
sedimentl, ovzdusi, potravin, kosmetiky, hracek, materiali pro styk
s pitnou vodou a potravinami, biologickych materiall, testovani
sterilizatort, vySetieni zdravotnickych prostfedki, méfeni chemickych
Skodlivin v pracovnim prostfedi a méfeni fyzikalnich faktor v rozsahu
platné legislativy.

Pracovnici Obchodniho oddéleni CHL:

Ing. Marie Bartoniova

tel.: 596 200 132, mobil: 724 303 844, e-mail: marie.bartonova@zu.cz
Ing. Daria Heidlerova

tel.: 596 397 290, mobil: 605 708 679, e-mail: daria. heidlerova@zu.cz
Ing. Marcela Staskova

tel.: 596 200 132, mobil: 731 691 620, e-mail: marcela.staskova@zu.cz
Ing. Radka Novotna

tel.: 596 200 132, mobil: 725 065 809 , e-mail: radka.novotna@zu.cz
Zdeinka Zus¢ikova

tel.: 596 200 324, mobil: 739 247 195, e-mail: zdenka.zuscikova@zu.cz

Ing. Pavel Jur¢ik
vedouci Obchodniho oddé¢leni
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Elektronicka distribuce laboratornich vysledkii

ZU Ostrava nabizi zdarma moznost elektronické distribuce vysledkii laboratornich vySetieni

Vyhody elektronickeé distribuce vysledki

m ViCE RYCHLOSTI
Lékar ma vysledky laboratorniho vySetfeni do 1 hodiny od provedeni analyzy a elektronického podepsani
vysledki.

m MENE PRACNOSTI
Lékar ma ihned prehled o vysledcich a to bez prepisovani vysledkii v papirové podobé a ma i moznost
tato data automatizované nacist do svého ambulantniho nebo jiného informacniho systému.

m MENECHYB
Lékar nemusi vysledky ruéné prepisovat, ale jsou automaticky nacteny, vylouéena moznost chyb
selhanim lidského faktoru.

m CENA-ZDARMA
Nasim zakaznikiim a partneriim je tato sluzba poskytovana bezplatné.

m VYSLEDKY V PAPIROVE FORME BUDOU ZASILANY STEJINYM ZPUSOBEM

Technické predpoklady
m Pocitac pripojeny k internetu

= Informacni systém (ambulantni nebo jiny), ve kterém jsou evidovana data o pacientech s moznosti
importovat vysledky laboratornich vySetfeni * (neni nutné, ale doporugené).

Popis feseni a bezpecnost

m LékaF ma mozZnost vysledky prijimat v nékolika standardnich formatech: prosty text, DASTA1 a DASTA3.
Proces distribuce vysledkii je zabezpecen na bazi silného asymetrického Sifrovani, takZe vysledky nikdy
neputuji po internetové siti v Eitelném tvaru, ale jsou vidy bezpeéné chranény. Na serveru ZU Ostrava jsou
vsechny vysledky ke staZeni vidy uloZeny v Sifrovaném tvaru a deSifruji se aZ po staZeni pfimo v pocitaci
Iékare. Pro staZenivysledkii k Iékafi slouZi aplikace “EDA klient”. Podle zvoleného typu a tvaru vysledkii tato
aplikace umi vysledky nejenom stahnout, ale i napr. zobrazit a vytisknout. Ve vétsiné pripadi vSak Iékar tuto
aplikaci vyuZije jen k samotnému staZeni vysledkii za i¢elem nasledného importu do svého informaéniho
systému. Tento informacni systém vSak musi byt pro mozZnost importu laboratornich vysledki
nakonfigurovan.

m Pro vétsi zdravotnicka zafizeni nabizime také bezobsluZnou variantu “EDA klient”, ktera nevyZaduje zasahy
uZivatele. Funguje jako naplanovana itloha, ktera se v nastavenych ¢asech spusti, stahne vysledky
do poZadovaného umisténi a ukonci se. Je proto vhodna pro nasazeni kupfikladu na server, kam se vysledky
centralné ukladaiji.

Technickou podporu elektronické distribuce ze strany ZU Ostrava poskytuje:
Mgr. Jifi Sevedek

tel: 603 496 019, 596 200 181 \
e-mail: vysledky.ckl@zuova.cz




