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Oddìlení obchodní

V našich podmínkách pøenášejí borrélie klíš�ata - .
Typickým biotopem pro klíš�ata je listnatý nebo smíšený les, ale
i mìstský park, kde na vegetaci blízko nad zemí a v typickém postoji, kdy
stojí na tøech zadních párech nohou a s prvním párem nohou rozevøeným,
èekají na svého hostitele...

Ixodes ricinus Bakterie rodu jsou souèástí fyziologické flóry
zvíøat nebo zvíøecími podmínìnými patogeny. K pøenosu na
èlovìka dochází alimentární nákazou nebo pøímým kontaktem.
Øadí se mezi nejèastìjší pùvodce gastroenteritid...

Campylobacter

Virus Epstein-Barrové (EBV) neboli lidský herpesvirus 4 (HHV-4)
patøí spoleènì s HHV-8 do podèeledi . V roce 1968
byl virus EBV prokázán jako pùvodce infekèní mononukleózy (IM).
EBV je nejbì�nìjším pùvodcem IM, avšak obdobné symptomy mohou
zpùsobovat i jiná agens, napø. cytomegalovirus (CMV), lidský
herpesvirus 6 (HHV-6), adenovirus, virus zardìnek, pøíušnic, HIV, virus
hepatitidyA...

Gammaherpesvirinae
Tuberkulóza pøedstavuje významný problém svìtového

zdravotnictví a je jednou z hlavních pøíèin úmrtí na infekèní
choroby ve svìtì. Dle WHO se odhadovalo v roce 2009 asi 9,4 mil.
nemocných na tuberkulózu, na toto onemocnìní umírá asi 2 mil. lidí
roènì.

Mezi tradièní metody identifikace mikroorganismù nále�ejí
mikroskopie, rùst na selektivních nebo selektivnì-diagnostických
pùdách a stanovení biochemických vlastností izolovaných
mikroorganismù.

Pøíèina vypadávání vlasù mù�e být jednak vnìjší (exogenní)
zpùsobená chemickými (trvalá, barvení), mechanickými (rùzné úèesy)
a fyzikálními vlivy nebo vnitøní (endogenní) jako dùsledek nemocí,
špatné vý�ivy, vypadávání vlasù podmínìné medikamentóznì, pøirozené
ztráty vlasù, po tìhotenství, genetické podmínìnosti.
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1. Pracovní konference
zdravotních laborantù a zdravotních sester

V pøednáškovém sále Domova sester Fakultní nemocnice Ostrava se 18. kvìtna 2011 konala
spoleèná vzdìlávací akce Fakultní nemocnice Ostrava a Zdravotního ústavu se sídlem v Ostravì
1. Pracovní konference zdravotních laborantù a zdravotních sester.

Témìø dvì stovky úèastníkù této konference zaujaly zvláštì bloky sdìlení, které se týkaly
problematiky praseèí chøipky (pohled patologa, mikrobiologa a biochemika), MRSA(doplnìné
o zajímavé kasuistiky, na které navazovaly prezentace s výsledky laboratorních vyšetøení
Zdravotního ústavu) nebo praktický blok zamìøený na podmínky odbìru biologického
materiálu. Velmi upoutaly také prezentace zdravotních sester z oborù neonatologie, infekèního
lékaøství a chirurgie.

Další zajímavá odborná sdìlení si mohou odborní pracovníci ve zdravotnictví vyslechnout na
která se bude konat

(podrobné informace budou zveøejnìny na www.zu.cz).
2. Pracovní konferenci zdravotních laborantù a zdravotních sester,
10. listopadu 2011

Miroslava Topínková Odd lení bakteriologie a mì ykologie



Neuroborrelióza

Klíšt obecné,

Lymeská borrelióza,
Borrelia burgdorferi sensu lato

ì Ixodes ricinus

P o d l e Ve l k é h o l é k a ø s k é h o s l o v n í k u j e
„neuroborrelióza - neurologická forma Lymeské
borreliózy. Mù�e se projevit èetnými pøíznaky
a chorobnými stavy, které mnohdy napodobují jiné
nervové choroby. Jde napø. o bolesti hlavy, únavový
syndrom, obrny (zejména hlavových nervù, nejè. lícního),
velmi bolestivé zánìty míšních koøenù (radikulitidy),
zánìty mozku èi mozkových blan…“

Mezi základní laboratorní metody pro diagnostiku
èasné i chronické neuroborreliózy patøí dle doporuèení
European Union Concerted Action on Lyme Borreliosis
(www.eucalb.com) prùkaz intratékální syntézy
specifických protilátek. Pouhé stanovení koncentrace
imunoglobulinù v likvoru je nedostaèující, neodlišíme tak
intratékální a krevní pùvod imunoglobulinù. Dle Europen
Federation of Neurological Societies (www.efns.org) by
mìla být pro potvrzení diagnózy lymeská borrelióza
splnìna 3 kritéria:

1) Intratékální produkce specifických protilátek

2) Známky zánìtu v likvoru pleocytóza v CSF

3) Prùkaz pøítomnosti borélií kultivací a metodou
PCR.

Pøi aplikaci všech tøí kritérií je však nutné mít na
pamìti, �e:

- v èasné fázi mù�e být intratekání produkce
protilátek neprokazatelná, na stranì druhé
pozitivní AI mù�e být detekován i roky po
prodìlané infekci

- no rmá ln í poèe t bunìk je u lymeské
neuroborreliózy vzácný, ale je mo�ný v èasné fázi
onemocnìní nebo u pacientù pod imunosupresí

- kultivace borrélií je obtí�ná, èasovì nároèná
a málo citlivá a PCR je vázána na velmi èasnou fázi
onemocnìní a na cílený odbìr materiálu.

Lymeská borrelióza je v našich klimatických
podmínkách nejèastìjší infekcí pøenášenou krevsajícími
èlenovci. je mikroaerofilní,
gramnegativní spirocheta (0,2 a� 0,5 x 3 a� 20 μm)
s pravidelnými závity a bièíky, kterých je 7 a� 11. Bièíky
vystupují na obou koncích buòky z bazálních diskù.

Bunìèná stìna borrélií se sestává z tøí vrstev - vnitøní
peptidoglykanové, støední lipopolysacharidové a vnìjší
lipoproteinové. Velká flexibilita membrán bunìèné stìny
umo�òuje tvorbu cyst a vyluèování membranózních
vezikulù, které obsahují plazmidovou výbavu. Zpùsob
organizace genetického materiálu je mezi bakteriemi
unikátní, chromozom a nìkteré plazmidy mají lineární
charakter. (2)

V našich podmínkách pøenášejí borrélie klíš�ata -
. Typickým biotopem pro klíš�ata je listnatý

nebo smíšený les, ale i mìstský park, kde na vegetaci
blízko nad zemí a v typickém postoji, kdy stojí na tøech
zadních párech nohou a s prvním párem nohou
rozevøeným, èekají na svého hostitele. Jsou slepá, ale na
konci terminálního èlánku prvého páru nohou mají

Borrelia burgdorferi s. lato

Ixodes ricinus

Hallerùv orgán s chemo- a mechanoreceptory, kterými
doká�í vycítit potencionálního hostitele.

Krev sají pouze samice, samci se �iví rostlinnou
mízou. Vyskytují se ve ètyøech vývojových stádiích -
vajíèko, šestinohá larva, osminohá nymfa a imago. Ka�dé
pøemìnì musí pøedcházet sání, pøièem� jednotlivá stádia
sají jen jednou (na zvíøecím hostiteli sají larvy 2-3 dny,
nymfy 5-6 dnù, dospìlé samice 10-12 dnù). Po páøení,
které mù�e probíhat na hostiteli i mimo nìj, klade samice
a� 5000 vajíèek. Pøezimují v kterémkoliv stadiu vývoje,
v hladovém i nasátém stavu, probouzejí se ji� pøi teplotách
nad 5°C.

U klíš�at funguje transstadiální a transovariální
pøenos virù a bakterií. Celý vývojový cyklus klíštìte je
dlouhý, v našich podmínkách obvykle trvá 2-3 roky.
Pøi sání vpouští klíštì do ranky farmakologicky aktivní
sliny s protizánìtlivými a protisrá�livými aktivními
látkami, které potlaèují imunitní odpovìï hostitele, co�
chrání klíštì samotné a rovnì� usnadòuje prùnik bakterií
èi virù do nového hostitele.

U èlovìka se uplatòují vedle borrélií zejména také
flaviviry vyvolávající klíš�ovou encefalitidu. Zatímco
proti klíš�ové encefalitidì existuje úèinné oèkování,
u borreliózy zatím vakcína nebyla vyvinuta. Mezi další
onemocnìní, která mohou klíš�ata pøenést na èlovìka
patøí babezióza, rickettsióza, bartonelóza èi ehrlichióza.

- Kultivace: èasovì nároèná metoda s nízkou
senzitivitou. V našich laboratoøích standardnì
neprovádíme.

- PCR: vhodná zejména pro èasná stádia
onemocnìní. Máme zavedenu metodu RT PCR,
zalo�enou na principu amplifikace chrozomálního
genu kódujícího 16S rDNA, která detekuje
klinicky významné patogenní druhy borrélií ze sk.

(

)

- Elekronová mikroskopie: omezené pou�ití, nutný
odbìr materiálu, kde skuteènì mù�eme borrélie
oèekávat. Metodu máme, zavádíme.

- Prùkaz specifických protilátek metodou ELISA

- Prùkaz pøítomnost protilátek proti separovaným
antigenùm borrélií metodou immunoblot

Vzhledem k nízké senzitivitì a èasové nároènosti
kultivace, sporným výsledkùm PCR metody a slo�itosti
prùkazu borrélií elektronovou mikroskopií je detekce
specifické protilátkové odpovìdi vhodnou a doporuèenou
metodou pro prùkaz probíhajícího onemocnìní. Vhodné
je vyu�ívat dvoukrokový postup:

1) prùkaz pøítomnosti specifických anti IgG
a anti IgM imunoenzymaticky (ELISA)

2) prùkaz pøítomnosti IgG a IgM protilátek proti
j e d n o t l i v ý m , v y s o c e s p e c i f i c k ý m ,

elektroforeticky rozdìleným antigenùm, metodou

Pøímé metody

Nepøímé metody

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

Laboratorní diagnostika borreliózy

ELISA

Laboratorní diagnostika neuroborreliózy
Hana Bílková Fránková Odd lení parazitologie a léka ské zoologieì ø
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immunoblot.

Pro stanovení pøítomnosti protilátek metodou EIA
vyu�íváme komerènì dostupná diagnostika èeské firmy
TEST LINE - EIA recombinant. Souprava
umo�òuje pracovat s lidským sérem, plazmou, synoviální
tekutinou a mozkomíšním mokem. Pro stanovení anti IgG
odpovìdi jsou do jamek mikrotitraèní destièky, do nich�
jsou aplikovány vyšetøované vzorky, navázány
purifikované antigeny z vybrané èásti specifických
antigenù VlsE (variable major protein-like sekvence,
expressed), p83, vnitøního flagelinu (p41i), p39, OspC
a p17 druhù . Pro anti IgM
pak antigeny z vybraných èástí specifického OspC (outer
surface protein, p25), vnitøního flagelinu p41i a p 39. Pro
anti IgG je garantována 98,9 % citlivost a 97, 8% specifita,
pro anti IgM 98,9% citlivost a 96,7 % specifita.

Souprava zároveò umo�òuje pracovat s mozko-
míšním mokem, kde je nutné pro správnou interpretaci
výsledkù pracovat s tzv. protilátkovým indexem
(antibody index AI).

Výsledkem detekce intratékální produkce
specifických antiborréliových protilátek je Antibody
Index, co� je pomìr koncentrace specifických protilátek
v likvoru a v séru ve vztahu ke stavu hematolikvorové
bariéry a koncentraci celkových imunoglobulinù
v likvoru a v séru. Podmínkou stanovení je vzorek venózní
srá�livé krve a likvoru odebraný souèasnì, stanovení
hodnot koncentrace albuminu, stanovení celkových
imunoglobulinù IgM a IgG v likvoru i séru.

Zvýšení permeability hematoencefalické a hemato-
likvorové bariéry pøi neuroinfekcích signalizuje
patologické zmìny v CNS. Zmìna je dána úsilím
organismu poskytnout CNS látky s neuroprotektivním
úèinkem, umo�òující efektivní prùbìh zánìtlivého
procesu.

Albumin je protein syntetizovaný v játrech,
pøítomnost v CSF je krevního pùvodu.

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

Absolutní hodnoty absorbancí sér a likvorù jsou
pøevedeny na tzv. arbitrární jednotky (AU) a poté
je vypoètena hodnota protilátkového indexu dle Reibera.
Z hodnot koncentrací albuminu a celkových Ig v séru
a likvoru je vypoèítán QAlb, co� je pomìr albuminu
v likvoru a albuminu v séru. Hodnota QAlb udává stav
hematolikvorové bariéry (normální, lehká porucha,
støední porucha a tì�ká porucha hematolikvorové
bariéry).

Pro stanovení pøítomnosti protilátek metodou
immunoblot v séru (jde o kombinaci metod Western
a Line blotu) pracujeme s nìmeckými diagnostiky
f. Euroimmun (na èeský trh dodává f. Dynex). Mezi
antigeny navázanými na nitrocelulózovou membránu
je také vysoce specifický purifikovaný rekombinantní
antigen VlsE, který hraje klíèovou roli ve strategii pøe�ití
bakterie. Jednotlivé borrelia-specifické antigeny
z hrubého antigenního extraktu jsou po otištìní
na membránì rozdìleny dle jejich molekulové váhy v kDa
a jejich poloha je výrobcem oznaèena /obr. è.1/.

Pro stanovení pøítomnosti protilátek metodou
Westernblot v mozkomíšním moku pou�íváme

Borrelia

Borrelia burgdorferi sensu lato

Antibody index (AI)

Immunoblot
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Obrázek è.1 - Ukázka stripu s navázanými antigeny (souprava f. Euroimmun)

Obrácezk è.2 - Ukázka výsledné pozitivní reakce v IgG (reakce na úrovni VlsE, p83,

p39,p19 a p17; hranièní reakce na úrovni p30, OspC a p21), a v IgM

(pozitivní reakce na úrovni OspC)

diagnostika f. TEST LINE (výrobce garantuje pou�ití pro
matrici mozkomíšní mok), které pracují se specifickými
Ag (p83, p 39, p30, OspA, OspC, p21, p19, p 17
a rekombinantnímAg VlsE) /obr. è. 2/.

V roce 2010 jsme vyšetøili celkem 481 pacientù,
u nich� byl odebrán souèasnì mozkomíšní mok a sérum
(u dalších 66 dalších pacientù byl odebrán pouze mok, co�
je pro interpretaci výsledkù podporujících nebo

B. garinii

Výsledky

Zpravodaj CKL ZÚ | | www.zu.czèervenec 2011



zpochybòujících stanovení diagnózy nedostateèné).

U 15-ti pacientek v prùmìrném vìku 56 let jsme
prokázali pozitivní AI, pøièem� ve 14-ti pøípadech pouze
pro anti IgG a v jednom pøípadì pro anti IgG i anti IgM
(tato pacientka byla zaslána k vyšetøení s dg obrna lícního
nervu). U tìchto �en byla 4x zjištìna normální
hematolikvorová bariéra, lehká porucha bariéry byla
zaznamenána 7x, støední porucha 2x.

U 14-ti mu�ù v prùmìrném vìku 47 let s pozitivnímAI
jsme v 10-ti pøípadech zjistili pozitivitu v anti IgG a 2x

v anti IgM. Ve 3 pøípadech byla zjištìna pozitivita pro oba
izotypy. U mu�ù byla pouze v jednom pøípadì detekována
normální hematolikvorová bariéra, v 7 pøípadech byla
zaznamenaná lehká porucha, 3x støední a 4x tì�ká
porucha hematolikvorové bariéry.

V souèasné dobì dále kompletujeme a ovìøujeme data
pacientù.

F. Euroimmun pøipravuje k uvedení na trh nový
Immunoblot /obr. è.3/ pro doplnìní diagnostické mozaiky
neuroborreliózy. Immunoblot kombinuje purifikované
nativní Ag p39, p41, p83, nativní antigen OspC,
rekombinantní VlsE
rekombinantní p18, p19, p20, p21, p 58 a nové lipidové
antigeny. Metoda je zalo�ena na hodnocení pozitivních
reakcí na úrovni specifických antigenù v CSF a v séru. Je-
li poèet reakcí vyšší v likvoru ne� v séru, znamená to, �e
probíhá produkce specifických Ab v CSF. V opaèném
pøípadì je zapotøebí hodnotit i intenzitu reakce.

O mo�nosti po�adovat tento test Vás budeme
informovat.

B. afzelii, B. burgdorferi, B. garinii,
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Kam dále

Obrázek è. 3 - Immunoblot pro diagnostiku neuroborreliózy f. Euroimmun

Pr zkum druhového zastoupení kampylobakter ve vzorcích
stolic vyšet ených v bakteriologické laborato i Haví ov

ù ù
ø ø ø

Daniela Stuchlíková, Tomáš Kutlák, Jana Niemczyková Laborato bakteriologie Haví ovø ø

Bakterie rodu jsou souèástí
fyziologické flóry zvíøat nebo zvíøecími podmínìnými
patogeny. K pøenosu na èlovìka dochází alimentární
nákazou nebo pøímým kontaktem. Øadí se mezi
nejèastìjší pùvodce gastroenteritid, ale mohou vyvolávat
i extraintestinální infekce (napø. hepatitidy, sepse atd.),
vìtšinou pak jde o komplikace gastroenteritid.

Identifikace kampylobakterù na našem oddìlení se
bì�nì provádí pomocí 24-48 hodin dlouhé kultivace
vzorkù stolic na selektivní pùdì CAM, pøi 42 °C,
v mikroaerofilní atmosféøe (pou�íváme anaerostat Oxoid
+ vyvíjeè mikroaerofilního prostøedí Oxoid CampyGen).
Z šedobílých mukoidních kolonií vyrostlých na tomto
médiu se zhotoví mikroskopický preparát, v nìm� lze
potvrdit pøítomnost G- drobných spirálovitých èi
zakøivených tyèek a� kokù. K správnému dourèení
napomáhá také pozitivní oxidázový test. Pomocí

Campylobacter hippurátového testu lze pak u zjištìné kultury
kampylobakterù potvrdit jejich zaøazení do druhu

. Avšak schopnost hydrolyzovat
hippurát nemají všechny bakterie tohoto druhu, a tak
i negativní hippurátový test nevyluèuje, �e se nejedná
o bakterie druhu

Jeliko� infekce tímto druhem mù�e podnítit rozvoj
pozdních následkù kampylobakterové gastroenteritidy
(tzv. Guillain Barré syndromu), rozhodli jsme se v období
01 a� 03/2011 prozkoumat druhové zastoupení
kampylobakterù ze vzorkù stolic i s pomocí
standardizovaného identifikaèního systému Api Campy
(bioMérieux). U zkoumaných kmenù jsme se pak zamìøili
také na stanovení citlivosti k vybraným antibiotikùm
(tetracyklin, ciprofloxacin a erytromycin), vhodných k
léèbì komplikovaných infekcí.

Ze 79 izolátù se nám pomocí Api Campy úspìšnì

Campylobacter jejuni

C. jejuni.
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podaøilo 64 kmenù pøiøadit do druhu
a 9 do druhu 4 kmeny

byly vyhodnoceny jako a pouze 2
zùstaly nezaøazeny (viz obr. 1).

C. jejuni subspecies
doylei C. jejuni subspecies jejuni.

Campylobacter sp.

U 75 kmenù tohoto souboru byla citlivost ke
zmiòovaným antibiotikùm vyšetøena metodou
definovaného gradientu èili E testy. Erytromycin jsme
vybrali jako zástupce makrolidových antibiotik,
pou�ívaných v léèbì tì�kých forem onemocnìní.
U tetracyklinu a ciprofloxacinu jsme pøedpokládali
zmìny citlivosti v èase.

Pro hodnocení, zjištìných hotnot byly pou�ity
breakpointy CLSI (døíve NCCLS) pro aeroby, jeliko� pro
kamylobaktery zatím definovány nejsou. Rezistentní
k m e n y k e r y t r o m y c i n u n e b y l y z j i š t ì n y.
Ve srovnání s r. 2001 jsme zaznamenali urèité zmìny -
došlo k posunu hodnot MIC do oblasti intermediární
citlivosti a sice podíl kmenù s hodnotou MIC 1,0 mg/l

se zvýšil z 7 % na 16 % (obr. 2). Tyto mírné zmìny
v citlivosti kampylobakterù k erytromycinu mohou být
prvním náznakem vývoje smìrem k rezistenci.
Je zde však mo�nost pøechodného, sezónního charakteru
výskytu urèitého typu kmenù. Nelze rovnì� vylouèit
i uplatnìní negativního vlivu pou�ité metody
(mikroaerofilního prostøedí). Zvýšená tenze CO mù�e
zvýšit okyselení pùdy a tím i sní�it úèinek makrolidù.

2

Obrázek è.1 - Výsledky identifikace kampylobakterù pomocí Api Campy

Obrázek è.2 - Distribuce zjištìných hodnot MIC erytromycinu u souboru
sledovaných kmenù Campylobacter sp. v r. 2011 (druhá pozice na grafu),
v porovnání s výsledky naší první studie z r. 2001 (první pozice na grafu).

Obrázek è.3 - Distribuce zjišt ných hodnot MIC tetracyklinu u souboru
sledovaných kmen Campylobacter sp. v r. 2011 (druhá pozice na grafu),
v porovnání s výsledky naší první studie z r. 2001 (první pozice na grafu).

ì
ù

Obrázek è.4 - Distribuce hodnot MIC ciprofloxacinu u souboru

sledovaných kmen Campylobacter sp. v r. 2011 (druhá pozice na grafu),
v porovnání s výsledky naší první studie z r. 2001 (první pozice na grafu).

zjištìných

ù
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V pøípadì tetracyklinu došlo k jednoznaènému
rozdìlení populace kampylobakterù na kmeny buï dobøe
citlivé nebo kmeny s vysokým stupnìm rezistence
(v porovnání s r. 2001 zjištìn nárùst rezistence z 1 %
na 25 %). Intermediárnì citlivé kmeny nebyly zjištìny
(obr. 3).

Obdobný trend byl zaznamenán i v pøípadì
ciprofloxacinu (obr. 4), avšak s tím rozdílem, �e nárùst
rezistence je pozvolný, s pøevahou kmenù s vysokým
stupnìm rezistence . Za období 10ti let se rezistence
k ciprofloxacinu zvýšila z 29 % na 71 % .

Laboratorní diagnostika infekcí virem Epstein-Barrové
Hana Zelená, Jan Raszka Oddìlení virologie

Klinické projevy infekcí EBV
Virus Epstein-Barrové (EBV) neboli lidský

herpesvirus 4 (HHV-4) patøí spoleènì s HHV-8 do
podèeledi . V roce 1968 byl virus
EBV prokázán jako pùvodce infekèní mononukleózy
(IM). EBV je nejbì�nìjším pùvodcem IM, avšak obdobné
symptomy mohou zpùsobovat i jiná agens, napø.
cytomegalovirus (CMV), lidský herpesvirus 6 (HHV-6),
adenovirus, virus zardìnek, pøíušnic, HIV, virus
hepatitidy A nebo Rovnì� pacienti

Gammaherpesvirinae

Toxoplasma gondii.

s lymfomy nebo nìkterými typy akutní leukémie mohou
mít obdobné pøíznaky a laboratorní nálezy jako jsou
u infekèní mononukleózy.

Primoinfekce virem EBV nejèastìji probìhne
v dìtství, u imunokompetentních malých dìtí je zpravidla
asymptomatická nebo se projeví jen jako lehké
necharakteristické horeènaté onemocnìní. S infekcí EBV
se bìhem svého �ivota setká drtivá vìtšina populace,
pouze pøibli�nì 5 % osob zùstává i v dospìlosti EBV
séronegativní. Probìhne-li primoinfekce u staršího dítìte



nebo mladého dospìlého, pøibli�nì v polovinì pøípadù se
m a n i f e s t u j e j a k o i n f e k è n í m o n o n u k l e ó z a
charakterizovaná kombinací pøíznakù: únava,
nechutenství, nausea, bolest hlavy, horeèka, tonzilitida,
faryngitida, zvìtšení krèních lymfatických uzlin,
hepatitida, zvìtšení sleziny, nìkdy ko�ní vyrá�ka. V
laboratorním nálezu dominují zvýšené hodnoty jaterních
enzymù, charakteristická je lymfocytóza s pøítomností
atypických lymfocytù (mononukleárù) v periferní krvi.
Po probìhlé primoinfekci u imunokompetentních jedincù
pøechází EBV infekce do neproduktivní latentní fáze, kdy
EBV pøetrvává do�ivotnì v B-lymfocytech ani� by svému
nositeli zpùsobovala nìjaké potí�e.

V prùbìhu �ivota se mohou vyskytnout epizody
reaktivace latentní EBV infekce, zpravidla v souvislosti
s imunodeficitem, stresem organismu nebo jinou
probíhající infekcí. Pøi reaktivaci je virus vyluèován
slinami, obvykle není provázena klinickými pøíznaky,
nìkdy se však mù�e projevit jako faryngitida, zvýšená
únavnost, zduøení mízních uzlin, v laboratorním nálezu
mohou být zvýšené hodnoty jaterních enzymù. Pøi
chronické aktivní infekci EBV dochází k opakovaným
reaktivacím provázeným klinickými pøíznaky, èasto je
spojena s imunodeficitem. Je diskutována souvislost
chronické EBV infekce nebo reaktivace s chronickým
únavovým syndromem.

Velmi záva�ný, èasto fatální, je prùbìh infekce EBV
u ch lapcù s vzácnou vrozenou chorobou ,
lymfoproliferativním syndromem vázaným na
chromozom X (XLP). Záva�ná lymfoproliferativní
onemocnìní zpùsobuje EBV i u osob s jinými
imundeficity, napø. po transplantacích a u HIV
pozitivních.

EBV se podílí na patogenezi nìkterých maligních
onemocnìní rovnì� u imunokompetentních osob, napø.
Burkittùv lymfom, nasofaryngeální karcinom,
Hodgkinova choroba, lymfomy, lymfoepiteliomy,
adenokarcinomy GIT a další.

EBV mù�e být pùvodcem nìkterých neuroinfekcí
a infekcí oka (uveitidy, keratitidy, konjunktivitidy).

Spektrum dostupných diagnostických metod zahrnuje
jednak nespecifické testy pro detekci heterofilních
protilátek (Paul Bunnel, Ericson, Davidsohn) a jednak
testy pro detekci specifických protilátek. Heterofilní
protilátky jsou nespecifické polyvalentní protilátky, které

Sérologická diagnostika infekcí EBV

Tabulka è.1 - Interpretace sérologických nálezù u EBV

jsou produkovány v dùsledku masivní aktivace
B-lymfocytù, která provází infekèní monoukleózu,
nejsou však specifické pouze pro IM. Jsou pozitivní asi u
80 % pacientù s infekèní mononukleózou, u dìtí do 10 let
však ménì ne� v 50 %. Z toho dùvodu je tato diagnostika u
dìtí nevhodná a v øadì laboratoøí se od ní ustupuje ve
prospìch stanovení specifických anti-EBV protilátek
metodami NIF, ELISAnebo Imunoblot.

Jednotlivé EBV antigeny a specifické protilátky se
objevují postupnì v rùzných fázích infekce. Na základì
stanovení protilátek proti tìmto antigenùm lze s vysokou
pøesností urèit fázi infekce EBV. Nejdùle�itìjší antigeny z
hlediska laboratorní diagnostiky jsou antigeny VCA
(virový kapsidový antigen strukturální antigen pøítomný
v prùbìhu lytické fáze infekce), EBNA-1 (nukleární
antigen - produkován v jádru všech latentnì infikovaných
bunìk) a EA (èasný antigen nestrukturální protein
produkovaný infikovanými buòkami na zaèátku lytické
fáze). Èasný antigen má 2 slo�ky: EA-D (difúzní),
pøítomen v jádru i v cytoplazmì buòky vyu�íván
v diagnostických testech a EA-R, který je pouze
v cytoplazmì.

V diagnostice EBV infekce je bì�nì dostupné
stanovení celkem 8 parametrù: protilátky anti-VCA IgG,
IgM, IgAa avidita IgG, anti-EBNA-1 IgG a IgM, anti-EA-
D IgG a IgM. Pro rutinní diagnostiku však zpravidla staèí
4-5 parametrù, nejèastìji jsou vyu�ívány anti-VCA IgM,
IgG, pøípadnì avidita IgG, anti-EBNA-1 IgG a IgM.
Ostatní parametry jsou vyhrazeny pro pøípady s atypickou
protilátkovou odpovìdí, pro pøípady reaktivace,
chronické EBV infekce nebo pro osoby s poruchami
imunity. V tìchto pøípadech lze s výhodou vyu�ít i pøímé
diagnostiky EBV metodou RT-PCR.

Na zaèátku primoinfekce (4.-7. den) se zpravidla
objevují protilátky anti-VCA ve tøídì IgM a takøka
souèasnì i IgG. Protilátky IgG anti-VCA mají v prvních
4-6 týdnech po primoinfekci nízký index avidity (do
40 %). Protilátky IgM anti-VCA pøetrvávají 2-4 mìsíce,
poté vymizí a do�ivotnì jsou pøítomny jen protilátky IgG.
Pøibli�nì 10 % pacientù však netvoøí pøi primoinfekci
anti-VCA IgM nebo se IgM objevují pozdìji ne� IgG.
Naopak u nìkterých pacientù se IgM anti-VCA tvoøí ještì
i 6-8 mìsícù po primoinfekci, IgM mohou být pøítomny
i pøi reaktivaci nebo v dùsledku polyklonální stimulace B-
bunìk v dùsledku jiné probíhající infekce. V tìchto
pøípadech je pro rozlišení primoinfekce obzvláštì dùle�ité
stanovení avidity IgG anti-VCA.
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Protilátky anti-EBNA-1 se objevují zpravidla a� za
3-6 mìsícù po primoinfekci, nejprve IgM a pozdìji IgG.
IgM postupnì vymizí, zatímco IgG anti-EBNA-1
pøetrvávají celo�ivotnì. Pøibli�nì 10 % osob však nikdy
protilátky proti nukleárnímu antigenu nevytvoøí. Naopak
v nìkterých pøípadech se mohou anti-EBNA protilátky
objevit døíve, nìkdy i pøed vymizením anti-VCA IgM pøi
primoinfekci. V tìchto pøípadech je interpretace
sérologických nálezù obtí�ná a pomáhá stanovení dalších
markerù, zejména avidity IgG anti-VCA, anti-EA IgG
a anti-VCAIgA.

Protilátky anti-EA se objevují na zaèátku
primoinfekce u 50-70 % pacientù a vymizí v prùbìhu 2-4
mìsícù. Vysoké hodnoty anti-EA IgG jsou detekovány
zejména u reaktivace EBV infekce, u chronické infekce
a u nìkterých maligních onemocnìní navozených EBV.
Pro reaktivace a chronické stavy jsou charakteristické
také silnì pozitivní anti-VCA IgA, které se objevují i v
èasné fázi primoinfekce.

Pro pøímou diagnostiku EBV se v dnešní dobì vyu�ívá
v laboratorní praxi nejèastìji metody RT-PCR pro
kvantitativní stanovení virové DNA. Tato metodika je
vyhrazena pro pøípady, kdy na základì sérologického
vyšetøení nelze jednoznaènì stanovit diagnózu, je
pomocnou metodou v pøípadech chronické aktivní
i n f e k c e a l y m f o p r o l i f e r a t i v n í c h s t a v ù u
imunosuprimovaných osob, kdy stanovujeme virovou
nálo� v tìlesných tekutinách nebo v bioptických vzorcích.

Pøímý prùkaz virové DNA v likvoru je metodou volby
u neuroinfekcí, souèasnì je vhodné v�dy porovnat

Pøímá diagnostika infekcí EBV

virovou nálo� v krvi vzhledem k mo�né kontaminaci
likvoru krví pøi odbìru vzorku. V indikovaných pøípadech
lze vyšetøit metodou PCR i jiný materiál, napø. stìr z oka èi
sklivec u oèních infekcí.

Volba vhodných diagnostických metod a následná
interpretace výsledkù závisí na anamnéze, klinickém
stavu pacienta i na výsledcích ostatních laboratorních
vyšetøení. Nesprávný odbìr materiálu, nevhodné
skladovací èi transportní podmínky bývají pøíèinou
nesprávných a mnohdy i zavádìjících výsledkù. Proto pøi
jakýchkoliv pochybnostech je vhodné odbìr materiálu,
výbìr diagnostických metod a interpretaci výsledkù
konzultovat s pracovníky laboratoøe.
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Závìr

Význam rychlých metabolických vyšetøovacích metod
pro záchyt mykobakterií z klinických vzorkù
Jiøina Stolaøíková, Vít Ulmann, Dagmar Štìrbíková Laboratoø pro diagnostiku mykobakterií

Tuberkulóza pøedstavuje významný problém
svìtového zdravotnictví a je jednou z hlavních pøíèin
úmrtí na infekèní choroby ve svìtì. Dle WHO se
odhadovalo v roce 2009 asi 9,4 mil. nemocných na
tuberkulózu, na toto onemocnìní umírá asi 2 mil. lidí
roènì. Pøibylo rovnì� pøípadù netuberkulózních
mykobakteriálních infekcí a navíc došlo ke zvýšení
výskytu multirezistentní tuberkulózy - multidrug-
resistant tuberculosis - MDR-TB, (mezi zemì s nejvyšší
incidencí MDR-TB patøí Èína, Indie, Ruská federace,
ji�níAfrika) .

Kultivace, identifikace a oznámení pozitivních
výsledkù trvá laboratoøím relativnì dlouho, co� je
zpùsobeno tím, �e generaèní doba mykobakterií je ve
srovnání s vìtšinou jiných mikroorganismù podstatnì
delší, co� ovlivòuje rùstové podmínky a délku kultivaèní
doby. Centra pro kontrolu a prevenci nemocí (Centers for
Disease Control and Prevention - CDC) doporuèila
vynalo�it maximální úsilí, aby laboratoøe mohly vyu�ívat
nejrychlejší metody, které jsou v rámci diagnostiky
mykobakter i í dostupné. Vedle s tandardního
mikroskopického a klasického kultivaèního vyšetøení se
doporuèuje pou�ít rychlou metabolickou kultivaèní
metodu . Zkumavky pro záchyt mykobakterií MGIT
(Mycobacteria Growth Indicator Tube fy Becton

4,5

1,2,3,9

Dickinson) obsahující pozmìnìné �ivné médium
Middlebrook 7H9 s pøídavkem �ivných látek
a antibiotickou smìsí, jsou jedním z neju�ívanìjších
tekutých médií pro rychlou kultivaci mykobakterií.
Rovnì� naše laboratoø má s tímto vyšetøením velice dobré
zkušenosti (viz. ní�e).

Všechny typy klinických vzorkù (pulmonární
i extrapulmonární, s výjimkou krve a moèi), lze ve
zkumavce MGIT kultivovat. Vyšetøovaný vzorek je
inokulován do zkumavky MGIT, kultivován a prùbì�nì

1,2,3,9
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Obrázek è.1 - Pozitivní kultivace mykobakterií metodou MGIT
(hrudkovité kolonie na dnì zkumavky)



odeèítán a� do získání pozitivního výsledku nebo
do ukonèení kultivace (42 dní).

Zkumavky, které jsou vybrány s podezøením na
pozitivní nález mykobakterií, jsou vyšetøeny
mikroskopicky na pøítomnost acidorezistentních tyèinek.
Pozitivní výsledky jsou hlášeny jako pøedbì�ný výsledek
ošetøujícímu lékaøi.

Vyšetøení provádìná rychlou metabolickou metodou
jsou doplòková vyšetøení a musí v�dy probíhat zároveò
s mikroskopickým vyšetøením a inokulací alespoò dvou
vajeèných pùd a následnou kultivací po dobu 9 týdnù .

Vyšetøení metodou MGIT manual bylo zahájeno
na našem oddìlení v roce 2001. Výhodou vyšetøení je
mo�nost pou�ití i pro silnì kontaminované vzorky
nespecifickou bakteriální flórou, kterou se nepodaøilo pøi
dekontaminaci dostateènì eliminovat (viz. tabulky). Také
vzhledem k automatickým systémùm má manuální
odeèítání své výhody. Je mo�no sledovat dynamiku
fluorescence u jednotlivých vzorkù a udìlat
mikroskopické vyšetøení u podezøelých vzorkù, které
mají ni�ší hodnotu ne� je pozitivní (pozitivita je dána
mezní hodnotou 13 na stupnici odeèítacího zaøízení, která
signalizuje pøítomnost cca 104-107 �ivotaschopných
mykobakteriálních jedincù v 1 ml média - CFU/ml),
automatické systémy toto nezachytí (èasté napø.
u - viz. tab. è. 2) . Je zde mo�nost vìnovat
zvýšenou pozo rnos t pac i en tùm s ná l ezem
mykobakteriálních kmenù ji� v minulosti, pacientùm
s pozitivní mikroskopií, popø. konzultovaným pacientùm.
Kapacita vyšetøení není omezena. Nevýhodou je vyšší
èasová nároènost kladená na odeèítajícího pracovníka .

Nìkteøí vzácnìjší (ménì bì�ní) zástupci rodu
, ale i subspecie bì�ných druhù

mykobakterií, nemusí být díky svým kultivaèním
nárokùm a ni�ší odolnosti vùèi dekontaminaèním
èinidlùm pøi pou�ití standardních postupù v klinickém
vzorku detekováni.

Za pozornost stojí údaje o výtì�nosti izolací
metodou MGIT, které je pomalu rostoucí podmínìnì
patogenním mykobakteriem, schopným vyvolat
onemocnìní èlovìka s plicní i mimo plicní lokalizací .
Kmen má vyšší rùstové nároky, tudí� se mu více daøí v
obohaceném kultivaèním médiu MGIT, rovnì� je to dáno

6

3

9

7,8

M. xenopi

Mycobacterium

M. xenopi

charakterem jeho rùstu (v roztroušených drobných
hrudkovitých koloniích), které zachytí oko zkušeného
pracovníka, nikoliv automatický systém (viz. tabulky) .

U kmenù je naše zkušenost odlišná ve
prospìch kultivaèní metody (viz. tabulky).

Kmen má ni�ší kultivaèní nároky, stejnì jako
se bì�nì nachází ve vodovodních systémech,

na rozdíl od se nepova�uje za patogenní ani
podmínìnì patogenní mikroorganismus. Na kultivaèních
pùdách se nachází vìtšinou v ojedinìlých koloniích a je
pova�ováno za kontaminaci.

Rychlá metabolická kultivaèní metoda MGIT
pøedevším významnì urychluje dobu záchytu
mykobakterií vzhledem ke klasické kultivaci. Napø.
u kmene je to v prùmìru o 12 dní,
u pomalu rostoucích mykobakterií a� o 18 dní
a u o 16 dní .

Pøi nálezu acidorezistentních tyèinek ve zkumavce
MGIT je hodnocen zároveò nález na klasických
kultivaèních pùdách, v øadì pøípadù je tedy i pozitivní
kultivaèní výsledek zjištìn døíve ne� pøi rutinním
odeèítání kultivaèního vyšetøení.

Výsledky kultivace z naší laboratoøe i ze zahranièí
potvrzují, �e MGIT je rychlá, citlivá a spolehlivá
kultivaèní metoda pro záchyt mykobakterií ze sput
i jiných klinických vzorkù, ve svìtì pova�ována za „zlatý
standard.“

Na základì naší dlouholeté zkušenosti pøi vyu�ívání
této metody a také pøijatelným nákladùm na vyšetøení,
doporuèuje MGIT jako vhodný doplnìk ke klasické
kultivaci u všech druhù materiálù odebíraných pacientùm
s podezøením na tuberkulózu a mykobakteriózu.
V pøípadì opakovaných odbìrù sputa v prùbìhu týdne, je
vhodné alespoò u jednoho a� dvou vzorkù ze série toto
vyšetøení doplnit.

3

10

1,2,3,9

M. gordonae

M. xenopi
M. xenopi

M. tuberculosis
M. avium

M. intracellulare

Literatura:
1. Tortoli E., Cichero P., Piersimoni C., Simonetti M.T., Gesu G., Nista
D.: Use of BACTEC MGIT 960 for Recovery of Mycobacteria from
Clinical Specimens: Multicenter Study, , J. Clin. Microbiol., Vol. 37, No.
11, Nov. 1999, p. 35783582

2. Heifets L., Linder T., Sanchez T., Spencer D., Brennan J.: Two Liquid
Medium Systems, Mycobacteria Growth Indicator Tube and MB Redox
Tube, for Mycobacterium tuberculosis Isolation from Sputum
Specimen, J. Clin. Microbiol., Vol. 38, No. 3, Mar. 2000, p. 12271230

3. Piersimoni C., Nista D., Bornigia S., Gherardi G.: Unreliable
Detection of Mycobacterium xenopi by the Nonradiometric Bactec
MGIT 960 Culture Systém, J. Clin. Microbiol., Vol. 47, No. 3, Mar. 2009,
p. 804806
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* èísla uvedená v závorce uvádìjí poèty zachycených kmenù
** èísla uvedená v závorce uvádìjí poèty zachycených kmenù

Kont. = kontaminace

M.xenopi
M.gordonae

�

�

MAIC = complex
V tabulce jsou uvádìny poèty jen nejèastìji se vyskytujících mykobakterií, ojedinìlé
nálezy ménì bì�ných mykobakterií nejsou v tabulce uvedeny, jeliko� pro malé poèty
nelze provést validní hodnocení.

Mycobacterium avium- intracellulare

Tabulka è. 1 -Výsledky vyšetøení rychlou kultivaèní metodou MGIT v porovnání

s klasickou kultivaèní metodou za rok 2008, 2009 a 2010.

Tabulka è. 2 - Srovnání výsledkù vyšetøení rychlou kultivaèní metodou MGIT

a klasické kultivace u pozitivních nálezù za období 2008-2010.

Obrázek è. 2 - Immunoblot pro diagnostiku neuroborreliózy f. Euroimmun
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Alopecie je onemocnìní charakterizované
vypadáváním vlasù, kdy dochází k poruchám vlasového
rùstu.

Pøíèina vypadávání vlasù mù�e být jednak vnìjší
(exogenní) zpùsobená chemickými (trvalá, barvení),
mechanickými (rùzné úèesy) a fyzikálními vlivy nebo
vnitøní (endogenní) jako dùsledek nemocí, špatné vý�ivy,
vypadávání vlasù podmínìné medikamentóznì, pøirozené
ztráty vlasù, po tìhotenství, genetické podmínìnosti.

V závislosti na pøíèinì poruchy rùstu vlasù lze alopecii
klasifikovat do nìkolika skupin (lo�isková/difuzní,
lokalizovaná/totální, jizvící/nejizvící).

Jizvící alopecie - patøí sem napø. alopecie atrophicans
a celá škála onemocnìní konèících jizvou. Podstatou
jizvících alopecií je zánik vlasového folikulu (napø.
následkem bakteriálních zánìtù nebo virových infekcí.)

Nejizvící alopecie je reverzibilní a je nadìj na úplné
vyléèení. Patøí sem napø. alopecie areata a alopecie
traumatica.

Alopecia areata (AA) je nejizvící alopecie, typická
náhlým vznikem ostøe ohranièených okrouhlých nebo
oválných lo�isek, s nezmìnìnou kù�í. Lo�isko je obvykle
ojedinìlé nebo jich vzniká nìkolik souèasnì. Aèkoli
onemocnìní není �ivotu nebezpeèné, mù�e vést
k psychickým poruchám jedince, a� k neakceptování sebe
sama a vylouèení sebe sama ze spoleènosti. Poèátek
onemocnìní se objevuje nejèastìji v dìtském
a� mladistvém vìku, ale mù�e se projevit i v dospìlosti.
Èasto bývá doprovázeno astmatem, sennou rýmou,
atopickým ekzémem, onemocnìním �láz s vnitøní sekrecí
a s jinými nemocemi s autoimunitním podkladem. Pacient
pøichází k lékaøi na dermatologii v dobì, kdy postøehne
alopatická lo�iska. Ve skuteènosti však toto onemocnìní
zaèíná døív (1). Pacient v anamnéze vìtšinou udává, �e
bezprostøednì pøed objevením se alopatických lo�isek
prošel silným psychickým stresem (napø. ztráta
zamìstnání, úmrtí blízké osoby). Pokud se na tento typ
alopecie nereaguje léèbou, její další vývoj mù�e vést k
úplné plešatosti (A. totalis) nebo ke ztrátì vlasù a chlupù
po celém tìle (A. universalis). Pøesná patofyziologie
onemocnìní je poøád neznámá. Vedle genetických pøíèin
to mohou být pøíèiny nervového èi psychického pùvodu,
velká váha se pøipisuje pøíèinám imunologickým. Lze si
také povšimnout, �e mnohdy souèasnì probíhá další
autoimuni tní onemocnìní (systémový lupus
erythematodes (SLE), diabetes mellitus (DM),
tyreoiditida aj.). Krokem vpøed ve výzkumu

patofyziologie onemocnìní bylo zjištìní, �e se u AA,
stejnì jako u jiných autoimunitních onemocnìní,
vyskytují autoprotilátky.

Vypadávání vlasù souvisí se zmìnami v rùstovém
cyklu vlasu. Tkáòová biopsie z posti�eného místa AA
ukazuje normální poèet folikulù, ale vìtšina z nich jsou
v telogenní nebo katagenní fázi.

Vlasový folikul je poškozen v èasné anagenní
(rùstové) fázi. U nemocných nacházíme èasto vysoký titr
protilátek IgG proti antigenním strukturám vlasového
folikulu (2).

Nejbì�nìjšími antigeny u AA jsou struktury vnitøní
a vnìjší koøenové pochvy, matrix, všechny antigenní
struktury na keratinocytech (Auberova matrix), pre-
cortex a cortex (viz obr. 1).

Patofyziologie AA

Autoprotilátky proti tìmto antigenùm, mimo jiné
faktory, mají na svìdomí zastavení rùstu vlasù.Velký
význam má i lymfocytární infiltrát kolem i ve vlasovém
folikulu v anagenní fázi (3). V infiltrátu jsou to pøedevším
lymfocyty CD4+ kolem folikulu, CD8+ intrafolikulárnì,
v menší míøe Langerhansovy buòky.

Urèité mno�ství imunokompetentních bunìk se
nachází i u fyziologického folikulu, avšak ne v tak velké
míøe jako u AA. Z výše uvedeného vyplývá, �e kolem
vlasu v jeho anagenní fázi je urèitá imunologická
rovnováha, její� narušení vede k autoagresivním
pochodùm. To vysvìtluje, �e AA je pova�ována za
autoimunitní onemocnìní s úèastí bunìèné i humorální
imunity.

Vyšetøení protilátek proti vlasovým folikulùm u alopecia areata
Jana Motlochová Oddìlení imunologie a alergologie

4. Homolka, J.: Tuberkulóza dosud nevyøešený problém, Stud.
Pneumol. Phthiseol. 5, 183, 2006.

5. World Health Organization 2010. WHO Report 2010, Global
Tuberculosis Control, Surveillance, Planning, Financing. Geneva.

6.Kolektiv autorù. Doporuèené standardní metody v mikrobiologii
mykobakteriálních infekcí. Vydala Národní referenèní laboratoø pro
mykobakterie SZÚ Praha, ve spolupráci s firmou TRIOS s.r.o., Praha,
øíjen 1998

7.Kaustová J., Tunysová V. : Èastý prùkaz kmenù Mycobacterium
xenopi ve vzorcích odebraných u obyvatel jednoho mìstského obvodu
Ostravy, Klinická mikrobiologie a infekèní lékaøství, 1998(4);302-305

8. Coombes G. M., Teh L. S., Denton J., Johnson A. S., Jones A. K. P.:
Mycobacterium xenopi-an unusual relation as tenosynovitis of the wrist
in an immunocompetent patient , British Journal of Rheumatology 1996;
35:1008-1010

9. Cruciani M., Scarparo C., Malena M., Bosco O., Serpelloni G., and
Mengoli C., Meta-Analysis of BACTEC MGIT 960 and BACTEC 460
TB, with or without Solid Media, for Detection of Mycobacteria, J. Clin.
Microbiol., May 2004; 42: 2321 2325

10. Kirihara J. M., Hillier S. L., and Coyle M. B.: Improved detection
times for Mycobacterium avium complex and Mycobacterium
tuberculosis with the BACTEC radiometric systém, J. Clin. Microbiol.,
Nov 1985; 22: 841 - 845.

Obrázek è.1 - Struktura vlasu
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Metody detekce protilátek proti vlasovým
folikulùm
Nepøímá imunofluoresce

Western Blot

(4)

Vìtšinou se jako substrát pou�ívá lidský zdravý skalp
(udává se 7 m silný/tlustý) a fluoresceinem znaèený
konjugát. Preparáty se odeèítají ve fluorescenèním
mikroskopu a hodnotí se intenzita fluorescence
od negativní a� po silnì pozitivní.

Experimentálnì bylo provedeno stanovení
autoprotilátek proti strukturám vlasového folikulu
ve skupinì nemocných s AA a ve skupinì zdravých
jedincù, kteøí slou�ili jako kontrola (4). Bylo zjištìno,
�e autoprotilátky se vyskytují v obou skupinách, avšak
protilátková odpovìï u kontrolní skupiny byla jen ve
30 % a titr protilátek byl nízký. Pozitivita antigenních
struktur byla rùznorodá (vnìjší, vnitøní koøenová pochva,
matrix, pre-cortex, keratogenní zóna, folikulárním
papila).

(2, 4)

Antigeny jsou pøipravovány ze zdravého lidského
skalpu. Pacienti s AA vykazují vysokou reaktivitu proti
tìmto skupinám antigenù: 44-46 kDa (exprese
na keratinocytech vlasových folikulù v prekortikální
zónì), 60-75 kDa, 90-120 kDa, 200-220 kDa
(trichohyalin ve vnitøní koøenové pochvì).

Léèba AA je velice obtí�ná a odezva individuální.
Podávají se imunosupresiva, místnì se pou�ívá
kryoterapie, fototerapie s aplikací psoralenù pøed
ozáøením, imunostimulaèní látky (5).

Nejlepší výsledky pøináší difenylocyklopropenon
(DCP).

Pøi výzkumu úèinnosti léèby DCP na obnovení rùstu
vlasù byly pacientùm vyšetøeny protilátky proti vlasovým
folikulùm pøed léèbou, v prùbìhu léèby a po léèbì.
Pacienti pøed léèbou vykazovali protilátky proti ni�ším
vrstvám vlasového folikulu, zejména proti keratinocytùm
a vnitøní koøenové pochvì. Za 3 - 9 mìsícù léèby byly
pozorovány na kù�i chloupky a titr protilátek byl zatím
stejný, v nìkterých pøípadech byl i vyšší ne� tomu bylo
pøed léèbou. Protilátky byly namíøeny pøedevším proti
vnitøní koøenové pochvì. Pøi dalším pokraèování v léèbì
se zaèal titr protilátek u nìkterých pacientù sni�ovat. Po
kompletní léèbì, pøi nárùstu trvalých vlasù, u všech
pacientù došlo k poklesu koncentrace (titru) protilátek.
U nìkterých pøetrvával nízký titr.

Porovnává-li se dynamika zmìn koncentrací
protilátek pøed léèbou, v prùbìhu léèby a po léèbì
stanovených metodou nepøímé imunofluorescence se
stanovením Western Blotem, lze øíct, �e pohyb

�

koncentrace protilátek je obdobný. Po kompletní léèbì
i u WB byly pozorovány slabé pásy v oblasti 47, 50, 57
kDa(4).

Naše laboratoø provádìla stanovení protilátek proti
v l a s o v ý m f o l i k u l ù m m e t o d o u n e p ø í m é
imunofluorescence na substrátech opièí kù�e dodávaných
firmou Bindig Site (Money Hair Follicle, kat.èís.
CUS2176, Binding Site Ltd.). Jako konjugát byl pou�íván
anti-Human IgG (H+L) Monkey Adsorbed AFF FITC
rovnì� od firmy Binding Site Ltd. Vyšetøení bylo
provádìno v sérech øedìných 1:40. Tato diagnostika je
dnes ji� nedostupná. V souèastné dobì nejsou v ÈR
dostupná �ádná komerèní diagnostika pro detekci nebo
stanovování protilátek proti vlasovým folikulùm nebo
jejich antigenùm.

V období únor 2009 a� prosinec 2010 bylo vyšetøeno
108 pacientù, z toho 83 �en a 25 mu�ù. Pozitivní protilátky
proti vlasovým folikulùm byly nalezeny u 8 pacientù
s diagnózou alopecia areata, alopecia universalis
a 5 pacientù s rùznými diagnózami, a to pøedevším
týkajících se štítné �lázy.

Sledovaní pacienti byli vìtšinou léèeni kortikoidy
v kombinaci s cyklosporinem, kdy došlo k èásteènému
nebo úplnému nárùstu vlasù. Zajímavým poznatkem
z praxe je, �e tato kombinovaná léèba alopetických
pacientù je úspìšná jak pro pacienty, u kterých byly
prokázány protilátky proti vlasovým folikulùm, tak
u pacientù s negativním nálezem tìchto protilátek.

Z výše uvedeného se nabízí otázka: Má vyšetøování
protilátek proti vlasovým folikulùm klinický význam?
Podle doporuèení odborníkù na diagnostiku a léèbuAAby
se mìl více provádìt histologický rozbor kù�e, v jeho�
rámci by se mìlo zjiš�ovat, zda kolem vlasového folikulu,
pokud je vùbec pøítomen, je infiltrace T lymfocytù.
V pøípadì zjištìní takovéto infiltrace je na místì zahájit
léèbu. V opaèném pøípadì, tzn. nepøítomnosti folikulù,
výše uvedená léèba nemá význam.

.
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Nové mo�nosti identifikace mikroorganismù
Tereza Škapová Laboratoø bakteriologie Ostrava

V mikrobiologické laboratoøi je identifikace
mikroorganismù izolovaných z klinického materiálu
zalo�ena nejèastìji na identifikaci jejich fenotypových
vlastností. Mezi tradièní metody identifikace
mikroorganismù nále�ejí mikroskopie, rùst na
selektivních nebo selektivnì-diagnostických pùdách
a stanovení biochemických vlastností izolovaných
mikroorganismù. Základ identifikace mikrobù

pøedstavují biochemické identifikaèní metody, kdy
zjiš�ujeme schopnost mikroorganismù metabolizovat
urèité substráty. Existuje mnoho typù identifikaèních
testù, které se liší jak rychlostí, tak technikou provedení.
Biochemický prùkaz nále�í v souèasné dobì stále
k nejèastìji pou�ívaným metodám identifikace, je ale
zalo�en na rùstu mikroorganismù a proto je relativnì
èasovì nároèný.
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Za alternativu klasickým zpùsobùm identifikace by
mohly být pova�ovány molekulárnì biologické metody,
zejména detekce nukleových kyselin mikroorganismù
metodou polymerázové øetìzové reakce (PCR) nebo
sekvenace 16S ribozomální RNA. Tyto metody jsou
ovšem stále finanènì nároèné a pro rutinní identifikaci
mikroorganismù z vìtšiny vzorkù klinického materiálu
nejsou vhodné.

V posledních dvou letech proniká do klinických
laboratoøí nový zpùsob identifikace pomocí hmotnostní
spektrometrie, která je zalo�ena na rozdìlení nabitých
èástic podle jejich molekulových hmotností. Konkrétnì
se jedná o metodu MALDI-TOF hmotnostní
spektrometrii celulárních proteinù vyu�ívající ionizaci
laserem za pøítomnosti matrice (MALDI, matrix assisted
laser desroption/ionization) v kombinaci s detektorem
doby letu (TOF, time-of-flight). Jsou tedy detekovány
bílkoviny specifické pro daný mikroorganismus, jejich�
spektrum je poté srovnáváno s širokou databází
referenèních spekter (díky otevøenosti databáze
teoreticky neexistuje limit metody MALDI-TOF ve
schopnosti identifikace)(1, 3).

Komerènì dodávané automatizované systémy
MALDI-TOF jsou svou velikostí a nenároèností na
speciální vybavení vhodné pro rutinní pou�ití. Pøíprava
vzorku pro analýzu je jednoduchá - vzorek (malá èást
kolonie mikroorganismu izolované na pevné kultivaèní
pùdì) je nanesen na terèík na povrchu kovové destièky.
Poté je vzorek pøevrstven vhodnou matricí (smìs
organických kyselin) a po zaschnutí je pøipraven k analýze
ve spektrometru, která probíhá zcela automaticky.
Provádìné studie uvádìjí úspìšnost druhové identifikace
metodou MALDI-TOF v rozmezí 84,1-95,2 % (1).
Nejvìtší výhodou metody je bezesporu rychlost.
Výsledek identifikace metodou MALDI-TOF je znám
zhruba za 5 min. od zapoèetí analýzy (identifikace

klasickými metodami trvá 5-48 hod.!). Je-li lékaøi známá
identifikace patogenu v takto krátké dobì, mù�e
optimalizovat èasnou empirickou antibiotickou léèbu
u pacienta.

Spektrum identifikovaných mikroorganismù zahrnuje
bakterie, mykobakteria i kvasinky, probíhají studie, které
se zabývají vyu�itím MALDI-TOF k identifikaci
vláknitých hub (1). Je rovnì� testován potenciál metody
pøi prùkazu patogenù pøímo ze vzorkù klinického
materiálu, zejména z hemokultur (2, 4). V budoucnu není
vylouèena ani schopnost metody MALDI-TOF detekovat
nìkteré molekuly ovlivòující rezistenci bakterií
k antibiotikùm (1).

Mo�nost identifikace mikroorganismù metodou
MALDI-TOF jistì významnì zmìní systém práce
v klinických laboratoøích. Rychlost, jednoduchost
provedení a nízké náklady na analýzu mají význam pro
kliniky i pro laboratoø. Laboratoø bakteriologie
Zdravotního ústavu se sídlem v Ostravì plánuje zavedení
a rutinní vyu�ívání metody identifikace metodou
MALDI-TOF do konce letošního roku, co�, jak doufáme,
povede k dalšímu zkvalitnìní námi poskytovaných
slu�eb.
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Elektronická distribuce laboratorních výsledkù
ZÚ Ostrava nabízí mo�nost elektronické distribuce výsledk laboratorních vyšet eníù øzdarma
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ÝSLEDKY V PAPÍROVÉ FORMÌ BUDOU ZASÍLÁNY STEJNÝM ZPÙSOBEM
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Léka má výsledky laboratorního vyšet ení do 1 hodiny od provedení analýzy a elektronického podepsání
výsledk

Léka má ihned p ehled o výsledcích a to bez p episování výsledk v papírové podob a má i mo�nost
tato data automatizovan na íst do svého ambulantního nebo jiného informa ního systému.

L nemusí výsledky p episovat, ale jsou automaticky na ten , v chyb
selh
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ékaø ruènì ø è y ylouèena mo�nost
áním lidského faktoru.

Našim zákazníkùm a partnerùm je tato slu�ba poskytována bezplatnì.
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Po íta p ipojený k internetu

Informa ní systém (ambulantní nebo jiný), ve kterém jsou evidována data o pacientech s mo�ností
importovat výsledky laboratorních vyšet ení * .
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Výhody elektronické distribuce výsledkù

Technické p edpokladyø

Popis ešení a beø zpeènost

Technickou podporu elektronické distribuce ze strany ZÚ Ostrava poskytuje:
Mgr. Ji í Ševe ekø è
tel: 603 496 019, 596 200 181
e-mail: vysledky.ckl@zuova.cz
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Léka má mo�nost výsledky p ijímat v n kolika standardních formátech: prostý text, DASTA1 a DASTA3.
Proces distribuce výsledk je zabezpe en na bázi siln asymetrického šifrování, tak�e výsledky nikdy
neputují po internetové síti v itelném tvaru, ale jsou v . Na serveru ZÚ Ostrava jsou
všechny výsledky ke sta�ení v ulo�eny v šifrovaném tvaru a dešifrují se a� po sta�ení p ímo v po
léka e. Pro sta�ení výsledk k léka i slou�í aplikace EDA klient”. Podle zvoleného typu a tvaru výsledk tato
aplikace umí výsledky nejenom stáhnout, ale i nap . zobrazit a vytisknout. Ve v tšin p ípad však léka tuto
aplikaci vyu�ije jen k samotn sta�ení výsledk za ú elem následného importu do svého informa ního
systému. Tento informa ní systém však musí být pro mo�nost importu laboratorních výsledk
nakonfigurován.

Pro v tší zdravotnická za ízení nabízíme tak bezobslu�nou variantu EDA klient , která nevy�aduje zásahy
u�ivatele. Funguje jako naplánovaná úloha, která se v nastavených asech spustí, stáhne výsledky
do po�adovaného umíst ní a ukon í se. Je proto vhodná pro nasazení ku na server, kam se výsledky
centr ukládají.
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