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Véfim, Ze se nase spoluprace bude i nadale rozvijet a ze ptfispéjeme k Vasi spokojenosti.
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Vyznam preanalytické faze pro kvalitni vysledky vysetreni

Alexandra Lochmanova

Laboratorni vys$etfeni slouzi pfedev$im k diagnostickym
uceltim, ale sviij vyznam maji také pti monitorovani pribéhu
nemoci, ur¢ovani prognézy onemocnéni a pfi preventivnich
screeningovych programech. Proces, kterym vySetfovany
vzorek prochazi, muzeme rozdélit na fazi (i) preanalytickou,
(ii) analytickou a (iii) postanalytickou. Preanalytickd faze se
vyznamné podili na spravnosti laboratorniho vysetfeni a az
60% chyb pti laboratornim vysetfeni vznika v této fazi.

Preanalyticka faze zahrnuje odbér, pfipravu a zpracovani
biologického vzorku pred zahajenim vlastniho laboratorni-
ho vySetfeni. Stabilita riiznych analyti je velmi riiznoroda,
zalezi na tom, zda primdrni vzorek tvori plna krev, nebo
krevni sérum, resp. plazma. K obecnym zdsaddm pti odbéru
patfi pfesna a jednoznacna identifikace biologického mate-
ridlu, stejné tak jako znalost charakteristiky vysetfovaného
analytu, jako je biologicky polocas, rychlost stimulace nebo
degradace. Zasadni roli hraje zptisob odbéru v zavislosti na
typu biologického materialu (stabiliza¢ni a protisrazliva ¢i-
nidla), stalé a proménné vlivy pilisobici na biologické vzor-
ky a v neposledni fadé i uchovani a transport biologického
vzorku.

Zejména oblast diagnostiky alergii a imunopatologickych
stavi zahrnuje fadu laboratornich testt extrémné zavislych
na spravné preanalytické fazi. Jedna se predevsim o biologic-
ké testy, resp.bunécné testy provadéné in vitro, pti kterych je
sledovana biologickd odezva bunék pacienta. Ale i nékteré
testy z oblasti humordalni imunity (napf. stanovovani aktivi-
ty komplementového systému , koncentrace ECP , tryptazy)
vyzaduji, aby se srazend krev dostala do laboratofe co nejdfi-
ve a sérum bylo uchovévano do vlastniho provedeni analyzy
zamrazené pri odpovidajici teploté.

Nejcastéjsi chyby preanalytické faze se tykaji odbéru materi-
alu. Pfi odbéru materialu je tfeba mit na mysli zptisob odbé-
ru v zavislosti na typu biologického materialu, mit spravny
odbérovy materidl (odli$na stabiliza¢ni nebo protisrazliva
¢inidla) a postupovat odpovidajici technikou. Pfi odbéru
vice zkumavek z jednoho vpichu je potfeba zachovat dopo-
rucené poradi odbéru:

o zkumavky pro hemokultivaci
o zkumavky bez prisad
o zkumavky s piisadami

Odbér plné krve je kromé imunoanalytickych a sérologic-
kych vysetreni provadén i pro stanoveni zédkladnich buné¢-
nych populaci periferni krve véetné jejich funkéni aktivity.
Nezbytnym doplnkem tohoto vySetfeni je vySetfeni krev-
nich obrazu. V tomto pfipadé je nutno odebrat krev nesrdz-
livou, pri¢emz velkou pozornost je nutné vénovat vybéru
vhodného protisrazlivého ¢inidla a zachovani dodrzeni po-
méru mezi krvi a protisrazlivym ¢inidlem. Mezi bézné po-
uzivana antikoagulancia patti heparin, EDTA, citrat sodny

a oxalaty. Citrat sodny a oxalaty jsou vyuzivany predevsim
v biochemii, jako antikoagulancia pouZivana pro odbér na
testy bunééné imunity jsou nevhodna.

Princip antikoagula¢nich u¢inktt EDTA (chelaton 2, kyseli-
na ethylendiamintetraoctova) spociva ve vazbé s vapnikem
pritomnym v krvi, ¢imz se zabrani zahajeni koagula¢ni kas-
kady. Toto antikoagulans je pouzivané pro vySetfeni krev-
niho obrazu a povrchovych bunéénych znaki v priitokové
cytometrii protoZe zachovava ptivodni velikost a tvar bunék.
Na druhé strané vapnik patfi k nejvyznamnéjsim intracelu-
larnim iontéim, které se podileji na buné¢né aktivaci a me-
tabolismu bunky a tudiz pouziti EDTA jako antikoagulans
v pripadé funké¢nich testd je naprosto nevhodné a v tomto
pripadé je nutno pouzit heparin. K zachovani dodrzeni op-
timalniho poméru mezi krvi a protisrazlivym ¢inidlem je
v pripadé pouziti uzavrenych odbérovych systému nutno
dodrzet vyrobcem uvedené mnozstvi odebraného materia-
lu, resp. krve.

Transport materialu ma byt Setrny a rychly, pti adekvatni
teploté, pricemz zasadni je seznameni se s podminkami
transportu a skladovanim biologického materialu pro po-
zadované vySetfeni. Laboratof uprednostniuje primarni
vzorky, tzn. vzorky odebrané do originalnich odbérovych
zkumavek a/nebo souprav bez predchoziho prerozdélovani
v jinych laboratotich.

Oddéleni imunologie a alergologie Zdravotniho ustavu se
sidlem v Ostravé provadi jak zdkladni, tak vysoce speci-
alizovana vySetfeni jak humoralni, tak buné¢éné imunity.
V ptipadé humordlni imunity je kladen duraz zejména na
odpovidajici mnozstvi biologického materialu pozadované-
mu poctu vysetfeni. Z hlediska pozadované doby od odbé-
ru do doruceni materidlu do laboratote je bezpodmine¢né
nutné dorucit material nejen tentyz den, ale i v uréeném ¢a-
sovém intervalu pro vy$etfeni bunééné imunity (povrchové
znaky leukocyti, stanoveni HLA-B27, HLA-B7, fagocytdza,
lymfocytarni proliferace) a pro vybrané testy humoralni
imunity (viz vy$e). Vzhledem k tomu, Ze néktera specializo-
vana vysetfeni bunééné imunity neni mozno z technickych
davodu provadét kazdy den (test lymfocytarni proliferace,
test aktivace basofilll) je mozno nalézt obecné pokyny pro
tyto odbéry na laboratorni zddance, v laboratorni ptirucce
nebo se informovat primo telefonickym dotazem.
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Co Ize ocekavat od imunoanalytickych testi a jak interpretovat jejich vysledky

Ivo Lochman

Imunoanalytické metody jsou laboratorni metody zaloZené
na reakci antigenti s protilatkami. Jsou dnes $iroce aplikova-
ny nejen v klinickych laboratofich, ale v laboratofich nejruz-
néjsiho typu, véude tam, kde metodika vyuziva alespon jako
jeden analyt protilatku. Jejich popularita je dana tim, ze jde,
co se tyce provedeni, o metody pomérné jednoduché a ze stale
preziva paradigma, ze reakce antigenu s protilatkou je prisné
specifickd, aniz by byl pojem specifi¢nosti blize definovan.
Opomiji se fakt, Ze interakce antigent s protilatkami maji
riiznou intenzitu souvisejici s afinitou, resp. afinitou protila-
tek. Plati sice, Ze protilatky, které se podileji v ramci plnéni
ulohy imunitniho systému, tj. podilet se spolu se systémem
nervovym a endokrinnim na udrzovani homeostazy organi-
smu a nejen na zajistovani jeho ,specifické“ humoralni ob-
ranné funkce, pomahaji také jako informaéni néstroje zajis-
tovat a zvySovat specifi¢nost celé imunitni odpovédi a tim i
jeji efektivitu. Skute¢nost, Ze fungovani imunitniho systému
(IS) a jeho nastrojii véetné protilatek neni zalozZeno na ptisné
specifi¢nosti, se pti tom prehlizi. Z pohledu imunitniho sys-
tému by ani fungovani zaloZené na ptisné specifi¢nosti ne-
bylo vyhodné, ponévadz pres obrovsky potencial flexibility
tvorby protilatek a receptorovych struktur, které IS vyuziva,
by pri aplikaci ptisné specifiénosti interakce antigenti s pro-
tilatkami nebyl IS schopen reagovat na véechny antigeny, se
kterymi se organismus béhem Zivota setkd. Vysledna reakce
IS na jakykoliv podnét je tedy zaloZena na vyhodnocovani
celé rady signalti v daném prostoru a ¢ase a IS vyhodnocuje
nejen jejich kvalitu, ¢ili zda je signal pfitomen, ale i kvantitu
(jaka je jeho sila, jaka je koncentrace, resp. mnozstvi anti-
genu v daném prostoru a ¢ase) a dobu, ve které a po kterou
signal pusobi. Ziskané informace tedy nemohou vést obec-

Obr.1.: Interakce antigenu (Ag) s protildtkou (Ab)

antigen

KDHE region binds to membranes

c ¢ |g domain

Predstava interakce formou zdmku a klice. Do Zldbku vazeb-
ného mista presné zapada prislusny epitop daného antigenu.
Intenzita interakce jednoho vazebného mista protildtky a
antigenu se nazyva afinita protilatky. Celkovd priimérnd sila
interakci vazebnych mist viech protildtek ve vysetfovaném
vzorku s molekulami antigenu v daném prostiedi se nazyva
avidita protildtek.
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né pri vyhodnocovani k jednoznaénym zavérim. Proto lo-
gika, na které je fungovani IS zalozeno, nemiize byt a také
neni kategoridlni (booleanovska), ale je pravdépodobnostni
(»fuzzy“). Podobné je nutno nahliZet i na interakce antige-
nu a protilatek v souvislosti s jejich aviditou, tj. intenzitou,
silou jejich interakce s antigeny. To vSe znamend, ze reakce
a odpovéd IS na dany signdl je u kazdého jedince v dané si-
tuaci a s ohledem na v$echny okolnosti spravna, optimalni a
adekvatnivzdy jen s uréitou pravdépodobnosti. Tato pravdé-
podobnost je ov§em u spravné fungujiciho IS velmi vysoka.
Vse vyse fecené se odrazi i na laboratornich metodach, které
vyuzivaji nastroje IS a mezi které patfi i imunoanalytické
metody.Musime s i uvédomit, ze predstava interakce antige-
nu s protilatkou formou zamku a kli¢e (obr. 1) je sice velmi
ilustrativni z didaktického hlediska, ale neodpovida realité.
Zatimco protilatky a jejich vazebnd mista pro antigeny maji
z velké ¢4sti jasné definovanou strukturu a lze predpokladat,
ze v presné definovaném prostredi ma také jejich vazebné
misto pro antigen i stejny tvar, je struktura antigent velmi
rozdilna. U linedrnich antigent musime akceptovat, Ze se
tyto antigeny nenachazeji v prirozeném prostredi jako nata-
zené provazky z fadou epitopt (vazebnych mist pro protilat-
ky) linedrné sefazenych na tomto ,,provazku’, ale jsou rizné
pokroucené a imunitnimu systému realné nabizené epitopy
mohou predstavovat v redlu in vivo struktury na ,provaz-
ku“ od sebe velmi vzdalené (obr.2). Tvar ,,provazku® pouzity
v konkrétni imunoanalytické metodé nabizeny protilatkam
ve vySetfovaném vzorku se muze ve své formé velmi lisit od
formy, proti které byly IS protilatky vytvoreny v redlném
prostiedi in vivo. Plati to napf. pro F-aktin, protilatky proti
kterému se vyuzivaji v diagnostice nékterych autoimunit-

Obr.2: Interakce linedrniho Ag s Ab

| Diseontinuous
| epitape

T

Protildtkdm jsou nabizeny in vivo spojité i nesouvislé anti-
genni struktury. Takovéto struktury by mély byt nabizeny i v
imunoanalytickych testech

ZPRAVODAJ CENTRA KLINICKYCH LABORATORI

Podzim 2012



WWW.ZUOVA.CZ

ROCNIK 8, CiSLO 2/2012

nich onemocnéni (autoimunitni hepatitidy, celiakie), ktery
ma velmi dlouhou linedrni molekulu. V ELISA, imunoblo-
tovacich technikach a ALBIA, které se pouzivaji pro jejich
stanoveni, nelze pouzit jako cilovou strukturu (antigen),
na niz se maji vyvazovat in vivo vytvarené protilatky proti
F-aktinu, celou jeho molekulu, ale musi byt pouzity jen jeji
vybrané fragmenty (epitopy). I v metodach neptimé imuno-
fluorescence miize fixace substratu pro detekci anti-aktino-
vych protilatek nebo protilatek, jejichz soucasti F-aktin je
(SMA), velmi ovlivnit citlivost metody.

Nejrealnéjsi predstava interakce antigenti s protilatkami je
tedy predstava interakce povrchii dvou ménavkovité se mé-
nicich chuchvalct, které k sobé maji urcitou afinitu (obr. 3).
Je-li antigenni ,,chuchvalec® veliky, napt. tyroglobulin, Ize si
predstavit, Ze v daném realném in vivo prostfedi mohou byt
IS nabizeny rizné epitopy, které nemusi byt totozné s epito-
py nabizenymi protilatkdm ve vySetfovaném vzorku v kon-
krétni imunoanalytické metodé. Tyroglobulin je totiZ pro-
tein o m.v. 670 kDa tvoreny dvéma polypeptidickymi fetézci
sestavajicimi se priblizné z 2768 aminokyselin a predstavu-
je 40 antigennich epitopd, z nichz jen 4-6 je rozpoznavano
B-lymfocyty a tvori se pro nim protilatky.

Obr. 3: Interakce peptidu a proteinu s protildtkou

peptid

Zijeme v dobé komercializace. Vichni vyrobci si své vyrob-
ky patentové chrani, a tak neni mozné tvrdit, Ze jejich dia-
gnostika jsou totoznd, prestoze pouzivaji stejnou terminolo-
gii k jejich popisu a jsou uréeny ke stejnym uéeliom. Musime
prijmout fakt, Ze s diagnostiky rtiznych vyrobcti budeme do-
stavat u urcitého procenta vzorkt rozdilné vysledky. Stejné
tak vyrobci deklarovana klinicka senzitivita a specifi¢nost
jejich konkrétnich diagnostik neni mezi vyrobky rtiznych
firem exaktné srovnatelna a ovétitelnd, nebot vzorky soubo-
rii pacientt a kontrolnich skupin jedincti, na nichz byly tyto
statistické charakteristiky stanoveny, nejsou ostatnim k dis-
pozici. Musime si také uvédomit, jak jsou klinicka senzitivita
specifi¢nost deklarovany (obr.4) a Ze pti definici téchto poj-
mu velmi zavisi na prevalenci daného onemocnéni v kon-
jsou u vyrobcem pouzitych vzorkit pro stanoveni klinické
senzitivity a specifi¢nosti diagnostika definovany pacientsky
soubor a kontrolni soubor ,zdravych® jedincti. A chceme
skute¢né testovat a zjistovat, zda se vysledek naseho pacienta
v daném testu li$i od normy udavané pro dané tento test pro

zdravé jedince? Nebo chceme zjistit, zda nalez u naseho pa-
cienta nebo pacienta s nami predpokladanou diagnézou lisi
od vysledku pacientt, ktet{ maji stejné symptomy onemoc-
néni, ale jinou diagnézu?

Obr. 4: Definice klasifikacnich pojmil

. vysledKky testu
definice y+ ?
onemocnéni + A B
bez onemocnéni | - C D
Positivni pfedpovédni hodnota _A
Podil skutedng pozitivnich vysledk testl mezi viemi A+C
pozitivnimi vysledky testd A
Sensitivita ALB
Podil pozitivnich vysledkd mezi nemocnymi pacienty
Negativni pfedpovédni hodnota D
Podil skuteéné negativnich vysledkl testd mezi vSemi B+D
negativnimi vysledky testd D
Specificita —
Podil negativnich vysledkd testt mezi zdravymi C+D
Efektivita ~_A+D
Relativni podet spravné klasifikovanych pacientd A+B+ C +D

Abychom se vyhnuli uvazovani v pravdépodobnostni, ne-
pohodlné logice, vymyslime si rtizné kategorialni terminy,
jejichz hranice pak jen tézko obhajujeme. Napf. protilatky
délime na prirozené (s niz$i aviditou) a obranné (s vyssi avi-
ditou), na protilatky monoreaktivni (reagujujici jen s jednim
antigenem) a polyreaktivni (reagujici s vice antigeny) apod.
Pfi tom pojem monoreaktivni je jen fiktivni a fika jen, Ze
pri nagem testovani jsme neméli zadny antigen, se kterymi
by testovana protildtka reagovala s potfebnou aviditou, aby-
chom mohli reakci hodnotit jako pozitivni. Musime se uvé-
domit, ze v praxi vzdy testujeme pii stanovovani protilatko-
vé odpovédi tzv. polyklonalni protilatky, tj. smés protilatek
s vy$si a nizsi aviditou k danému antigenu produkovanou
rtiznymi klony bunék. Pouzivani uméle vyprodukovanych
monoklonalnich protilatek podobné jako rekombinantnich
antigent prispélo sice vyznamné ke standardizaci imu-
noanalytickych systémd, ale z hlediska klinické efektivity
pouzivanych laboratornich testl neni jejich pfinos tak vy-
znamny.

Z vyse uvedeného vyplyvd, zZe si postupné musime zvykat na
skute¢nost, ze imunoanalytické metody, a to nejen v imuno-
logické ¢i mikrobiologické diagnostice, ale napf. i v oblas-
ti diagnostiky hormonti, nadorovych markera apod. nelze
dnes jesté standardizovat. To ale neznamena, Ze bychom je
neméli vyuzivat a ze by pro laboratorni diagnostiku ztrace-
ly vyznam. Musime pouze respektovat skute¢nost, kterou
poprvé oficidlné priznaly ACAAIL, AAAAI a CLSI ve svych
dokumentech z r. 2008 pro diagnostiku sp.IgE, kde se kon-
statuje:

o stanovovani sp.IgE dnes nelze jesté standardizovat

»  neni dostupny zadny mezinarodni referen¢ni standard,
ktery by dovoloval srovnani s néjakou cilovou hodnotou

o pfi stanovovani sp.IgE existuje rfada interferenci:
- lidsky RF, ptirozené se nachdzejici a terapeuticky
aplikované anti-IgE protilatky a lidské anti-alergeno-
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vé IgG protilatky pritomné ve vySetfovaném vzorku
- zktizené reagujici cukerné slozky (CCDs) mohou zpu-
sobovat pozitivni IgE vysledky nejasného vyznamu

o  proto klinikovi musi byt vzdy znama a laboratofi vzdy
uvadéna metoda, kterou bylo sp.IgE stanovovano

o zadny z testll na stanovovani spec.IgE neposkytuje ab-
solutni priikaz pfitomnosti nebo nepfitomnosti alergic-
kého onemocnéni

o jestlize diagnosticky test nesouhlasi s anamnézou,
opakuj ho, resp. pouzij jiny

Analogicky lze aplikovat tyto zavéry pro imunoanalytické
techniky ve vSech oblastech. U vétsiny imunoanalytickych
metod, v¢etné dlouhodobé a rutinné vyuzivanych, jako
je napt. dg RF, se musime smifit se skutec¢nosti, Ze az 10%
vzorku vySetfovanych diagnostiky raznych vyrobct miize
poskytovat rozdilné vysledky.

Literatura u autora.

Interpretace vysledkt laboratorniho imunologického vysetieni v praxi.

Vitézslav Novdk

Podle definice CSAKI ( Ceské spole¢nosti pro alergologii a
klinickou imunologii) je alergologie a klinicka imunologie
interdisciplindarnim oborem s klinickou i laboratorni sloz-
kou. Zabyva se studiem, diagnostikou, 1é¢bou a prevenci
pacienti s nemocemi vyvolanymi poruchami imunitnich
mechanismi nebo patologickymi stavy, na jejichz vzniku,
priubéhu a progndze se imunologické mechanismy vyznam-
né podileji. Jsou to stavy, kdy imunomodulace tvori dile-
zitou ¢ast terapie a prevence. Nedilnou soucdasti oboru je
specializovana laboratorni diagnostika. Laboratorni imuno-
logické vySetfeni dava odpovéd na nékteré otazky diagnos-
tické, prognostické a napomahd pri monitorovani aktivity
onemocnéni, respektive G¢innosti nasazené terapie.

Imunologicka diagnostika oproti ostatnim medicinskym
disciplinam daleko vice vyuzivéd laboratorni metody na ukor
jinych diagnostickych postuptl, napt. endoskopie, zobrazo-
vacich metod nebo funkénich testt. Paleta dostupnych labo-
ratornich vysetfeni v imunologii je nesmirné $iroka a inter-
pretace jejich vysledkit muze byt dosti slozita.

Lékaft vétsinou dostane z laboratore vysledek v podobé né-
jaké c¢iselné hodnoty s urcitymi jednotkami, ve kterych je
vysledek vyjadien. Déle byva prifazeno referen¢ni rozmezi
normdlnich hodnot. Aby byl laboratorni nalez vitbec v praxi
pouzitelny, je nutno si zodpovédét radu otazek. V prvé radé
bychom méli uvazit, do jaké miry mize odpovidat uvadény
vysledek vysetfeni skute¢né realné hodnoté vysetiovaného
analytu. V uvahu musime brat parametry jako je nejistota
méreni, chyba méfeni (ndhodna i systematicka, absolutni i
relativni), svou roli hraje i analyticka specifi¢nost a robust-
nost pouzité laboratorni metody.

Déle je nutné vyhodnotit, v jakém vztahu je uvedeny labora-
torni vysledek k deklarovanému normélnimu referenénimu
rozmezi a jaka je moznost porovnani aktualniho vysledku

vvvvvv

korelace vysledktl mezi riznymi laboratofemi. Souhrnem je
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mozno konstatovat, Ze skute¢na (pravd) hodnota jakékoliv
méfené veli¢iny je hodnota idealni a v praxi nepoznatelna, a
jeji vztah k referenénim mezim ve zna¢né mife zavisi na ne-
jistoté a chybé méreni a ¢dste¢né ¢asto i na samotné metodi-
ce stanoveni téchto referen¢nich hodnot. Vysledky vysetfeni
stejného analytu riznymi metodami a riznymi laboratore-
mi vzdjemné koreluji pouze statisticky a v konkrétnich pti-
padech se mohou zna¢né lisit. To vSe je nutno mit na paméti
pti hodnoceni kazdého jednotlivého vysledku.

Zcela zasadni vyznam pro indikaci urcitého laboratorni-
ho vysetfeni a néslednou interpretaci vysledku ma znalost
vypovédni hodnoty pozadovaného laboratorniho vy$etfeni
pro konkrétni fesenou problematiku. Céste¢né o tom vypo-
vida specificita a senzitivita pouzitého laboratorniho testu.
Riazna laboratorni vySetfeni je mozno sdruzovat do pane-
1t specifickych pro ur¢itou skupinu chorob a takové panely
jsou stale ¢astéji nabizeny pfimo vyrobci. Rozsahlejsi panely
se hodi zejména pro primarni diagnostiku, pro dalsi sledo-
vani je vyuzivano uz$i spektrum cilené volitelnych parame-
tr nebo i marker jediny. Znalost dynamiky vy$etfovaného
parametru v prubéhu onemocnéni a zmény v souvislost
s 1é¢bou umozni racionalné indikovat interval laboratornich
kontrol. Obecné plati, Ze v imunologii nemame k dispozici
zadné laboratorni vysetfeni, které by samo o sobé postaco-
valo k potvrzeni nebo vylouc¢eni predpokladané diagnozy a
vysledky laboratornich vyS$etfeni jsou v uvddénych diagnos-
tickych kritériich jednotlivych onemocnéni v drtivé vétsiné
minoritni. Vhodnou a smysluplnou kombinaci pouzitych
testd je sice mozno zna¢né zvysit vypovédni hodnotu celého
laboratorniho imunologického vysetfeni, to ale i tak ztistane
pouze jednou ze soucasti komplexniho klinického pohledu
na pacienta.
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Uskali laboratorni diagnostiky pfiusnic
Hana Zelend, Markéta Pomiklovd, Ivana Vidlickovad

Uvod

Pfiusnice (parotitis epidemica, mumps) byly detailné popsa-
ny Hippokratem jiz v 5. stoleti pfed Kristem. Francouzsky
lékat Guillaume de Baillou v 16. stoleti predpokladal jejich
infekéni puvod, kdyz ve svém spisu popsal pribéh epidemie
priusnic v Parizi. Virovy ptuvod priusnic byl vSak prokdzan
az v roce 1934, kdy se dvojici americkych lékatrt C. D. John-
sonovia E.W. Goodpastureovi podaftilo experimentalné pre-
nést infek¢ni filtrabilni agens ze slin nemocného ¢lovéka na
opici. V roce 1945 poprvé izoloval virus priusnic na kurecich
embryich americky virolog Karl Habel.

Virus priusnic je taxonomicky zatazen do celedi Paramyxo-
viridae, v ramci této celedi spolecné s viry parainfluenzy 2 a
4 a s virem pseudotumoru dribéze tvori rod Rubulavirus.
Nositelem genetické informace viru piiusnic je jednovlak-
nitd nesegmentovana RNA s negativni polaritou. Morfolo-
gicky se jedna o pleomorfni neobaleny virus o velikosti 85
az 300 nm [Obr. 1].

Obr. 1. Virus priusnic, kultivace na MDCK, transmisni elek-
tronovd mikroskopie, negativni barveni, 200 000x, H. Zelend

Mezi hlavni antigenni struktury virového obalu patfi mo-
lekuly HN (hemaglutinin a neuraniniddza), které jsou
hlavnim néstrojem adsorpce a jsou cilem neutraliza¢nich
protilatek. Dal$im obalovym proteinem je fazni protein F
zodpovédny za penetraci do bunky a maly hydrofobni pro-
tein SH, jehoz funkce je nejasna. Matrixovy protein M umis-
tény pod obalem se uplatiiuje pti kompletaci novych viriond.
Nukleokapsidu tvori nukleoprotein NP, RNA-polymerdza L
a fosfoprotein P.

Virus parotitidy aglutinuje ¢ervené krvinky diky ptitom-
nosti molekuly HN. Lze jej kultivovat in vitro na kufe-
cim embryu nebo na buné¢nych liniich Vero, CV-1, HeLa,
MDCK. Pti pomnozeni na bunéénych kulturach je patrny
cytopaticky efekt (CPE), pritomnost viru lze prokazat po-
moci hemaglutinace nebo hemadsorpce.

Klinické projevy

Jedinym pfirozenym hostitelem viru je ¢lovék. Onemocnéni
se vyskytuje na celém svété. V nevakcinované populaci nej-
¢astéji onemocni déti ve véku 5-9 let, v mirném podnebi se
nejvice pripadt objevuje v zimé a na jare. Jedna se o kapén-
kovou infekei s inkubaéni dobou mezi 14-25 dny (nejcastéji
16-18 dni). Po vstupu do dychacich cest se virus replikuje ve
sliznici nosohltanu a v regiondlnich miznich uzlinach. Pri-
blizné za 12-25 dni po expozici se objevuje virémie, béhem
niz se virus $ifi do tkani, zejména do slinnych 7laz, pankre-
atu, CNS, gondd nebo mlééné zlazy. Virus je vylucovan sli-
nami a mo¢i po dobu 5-7 dni. Nemocny miize byt infek¢ni
jiz od 7. dne pred klinickou manifestaci az do 4. az 9. dne po
zacatku onemocnéni.

V 20-25% ma nakaza asymptomaticky pribéh, ve 40-50%
probiha necharakteristicky jako katar hornich cest dycha-
cich se subfebriliemi nebo s jinymi nespecifickymi ptiznaky.
Pouze ve 30-40% probiha pod obrazem typickych priusnic.

Ptfiu$nice se mohou ze za¢atku manifestovat nespecifickymi
ptiznaky, kterymi jsou bolest hlavy, svalii, subfebrilie, katar
hornich cest dychacich, nevolnost, nechutenstvi. Pozdéji
se objevi tlak nebo tupa bolest v oblasti priusni zlazy, kte-
rd je nasledovana jejim bolestivym otokem jednostrannym
¢i oboustrannym. Méné Casto byvaji zasazeny podcelistni
nebo podjazykové slinné zlazy. Soucasné byva patrno zdute-
ni a zarudnuti Stenonova tsti. Otok dosahuje svého maxima
do 48 hodin a poté postupné odezniva do 7-10 dni.

Pfiusnice mohou byt doprovazeny komplikacemi. Nejcas-
téjsi je aseptickd meningitida, ktera je asymptomaticka az
u 60% nemocnych, symptomaticka byva u 10-15% pacien-
t s priusnicemi. Parotitickd meningnitida je ¢astéjsi u do-
spélych nez u déti a priblizné 3x ¢astéj$i u muzii nez u Zen.
Jeji pribéh byva lehky. U 20-30% procent postpubertalnich
muzu jsou priusnice komplikovany orchitidou, ktera zpravi-
dla nevede ke snizeni fertility. Oooforitida se objevuje u 5%
postupubertalnich zen, klinicky muzZe imitovat apendiciti-
du, neovliviiuje plodnost. Pankreatitida byva u 2-5% pacien-
ti. Mezi vzacnéjsi komplikace patfi mastitida, thyreoiditi-
da, encefalitida, myelitida, akutni zanétlivd demyeliniza¢ni
polyneuropatie Guillain-Barré nebo infekce vnitfniho ucha,
kterd vede k ireverzibilni hluchoté.

Diferencialni diagnostika

Klinické projevy podobné pfiusnicim mohou mit nékteré
dalsi virové infekce, napt. EBV, CMV, HHV-6, adenoviry,en-
teroviry, parvoviry. Vyraznym bolestivym otokem se proje-
vuje rovnéZ bakterialni zanét slinné zlazy, jejimz nejcastéj-
$im ptivodcem je Staphylococcus aureus. Rovnéz sialolitidza
muze imitovat pfiusnice. Dadle je nutno vylouc¢it moznost
tumoru priusni zlazy, pripadné nékterych vzacnéjsich one-
mocnéni, jako je sarkoidéza (Heerfordttiv syndrom).

Incidence ptiusnic v CR a ockovani
V dobé pred zavadenim ockovani se pocet pripadl priusnic
v byvalém Ceskoslovensku pohyboval okolo 50 az 80 tisic
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ro¢né. V roce 1987 bylo zahéjeno plo$né o¢kovani Zivou bi-
valentni vakcinou Mopavac (spalnicky+ptiusnice), od roku
1995 se ockuje trivalentni Zivou vakcinou (+ zardénky) -
Trivivac, od r. 2009 Priorix. V soucasné dobé se oc¢kuji déti
trivalentni vakcinou, 1. davka je aplikovana od 15. mésice
véku, 2. davka je doporucena za 6 az 10 mésicti. Po zavede-
ni plo$ného ockovani v r. 1987 doslo k vyraznému poklesu
ro¢ni incidence ptiusnic, ro¢né bylo hlageno okolo 500-1000
ptipadt. V letech 2005-2006 doslo opét k vyraznému vze-
stupu poctu pripadii ptiusnic, v r. 2006 to bylo vice nez 5000
pripadt. V nasledujicich letech doslo opét k poklesu roéni
incidence, ale od r. 2010 opét pozorujeme narust [Tab. 1].
Narozdil od pfedvakcina¢ni éry je maximum nemocnych ve
vékové skupiné 15-24 let a jedna se v drtivé vétsiné o osoby,
které byly proti pfiusnicim radné ockovany

Tab. 1. Incidence pfiusnic v CR 2002-2012 (EPIDAT)
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Mozné pric¢iny onemocnéni priusnicemi ve vakcinované
populaci

Pfiusnice se objevuji ve vakcinované populaci celého svéta, o
pri¢iné nedostate¢né uc¢innosti vakcinace se $iroce diskutu-
je. Jednou z moznych pficin je zména cirkulujicich genotypt
vird, proti kterym je vakcina nedostatecné uc¢innd. Nejcas-
téji pouzivany vakcina¢ni kmen viru parotitidy Jeryl-Lynn
je genotyp A, zatimco v CR od r. 2005 cirkuluje genotyp G.
Moznou pric¢inou je také postupny pokles ochranného ucin-
ku ockovani s poklesem hladin protilatek. Svou roli jisté
hraji i rozdily v individudlni imunitni reaktivité, ochranny
efekt o¢kovani nelze zjednodusit pouze na hladiny protila-
tek, protoze dilezitou roli zde hraje rovnéz buné¢nd imu-
nita.

Laboratorni diagnostika pfiusnic

V ptipadé primoinfekce, tedy u osob neoc¢kovanych, je la-
boratorni diagnostika ptiusnic pomérné snadnd. V séru se
objevuji nejprve specifické IgM protilatky, nasleduji IgG.
Z metod ptimého priikazu Ize provést izolaci viru na tkano-
vych kulturach nebo detekovat virovou RNA metodou PCR.
Vhodnym materidlem je stér z bukalni sliznice, poptipadé
mo¢, likvor nebo sérum v zavislosti na fazi a lokalizaci in-
fekce.

U ockovanych pacientt je laboratorni diagnostika svizel-
néjsi. Vétsina laboratofi provadi pouze stanoveni IgG a IgM
protilatek proti priusnicim. Tyto parametry vSak u ocko-
vanych ve vét§iné pripadl nejsou dostatecné informativni.
IgM je pozitivni v akutni fdzi onemocnéni pouze u 10-15%
oc¢kovanych a pozitivni IgG jsou postvakcina¢ni. Problémem
primé diagnostiky je to, Ze u o¢kovanych je virus vylu¢ovan

8

krats$i dobu a v men$im mnozstvi nez u primoinfekce, proto
i prima diagnostika u o¢kovanych ¢asto selhava. Pro uspés-
nost PCR diagnostiky je nutny co nej¢asnéjsi odbér vzorku
(do 3. dne), idealni je stér ptimo z tsti Stenonova vyvodu a
vzorek by mél byt okamzité dorucen do laboratore. I za do-
drzeni téchto idealnich podminek je PCR pozitivni pouze u
20-35% pacientd.

Ukdzalo se, ze velmi dtlezitym, ale bohuzel opomijenym
parametrem v diagnostice priusnic u ockovanych, je stano-
veni specifickych IgA protilatek, které jsou pozitivni v akut-
ni fazi u vétsiny nemocnych. Vyznamnou roli hraje rovnéz
stanoveni dynamiky titru KFR v parovych sérech.

Soubor pacientt a vysledky

V obdobi leden az zati 2012 bylo na virologickém oddéleni
CKL ZU Ostrava vysetfeno celkem 323 pacientfi na protilt-
ky proti ptiusnicim. Byly pouzity metody KFR, ELISA IgG,
IgM, IgA. U 74 pacienti (22,9%) byla laboratorné potvrzena
diagnéza priusnic. Jednalo se o 41 muzl a 33 Zen ve véku 6
az 90 let, jejich pramérny vék byl 25 let a median 19 let [Tab.
2].

Tab. 2. Pocet pacientii s laboratorné prokdzanymi priusni-
cemi v obdobi 1-9/2012 v ZU Ostrava podle vékovych skupin
30

% 24

04 59 10-14 15-19 2024 2529 30-34 3539 4044 4549 50-54 5559 60-64 85+

U 58 pacienti, tedy 78% z celkového poctu pacientti s prius-
nicemi, byla diagndza stanovena jiz na zakladé vysetfeni
prvniho vzorku. Z nich u 15 pacientt byly pozitivni IgM, u
53 pacientti byly pozitivni IgA. 10 pacientti mélo soucasné
pozitivni IgM i IgA. 55 pacientt mélo pozitivni IgG, 2 méli
IgG hrani¢ni a 1 IgG negativni [Tab. 3].

U 16 pacientil (22%) byla diagndza potvrzena az na zakladé
vysetteni 2. vzorku krve. Druhy vzorek byl odebran v od-
stupu 4 dny az 36 dni od prvniho vzorku. U vSech 16 doslo
k signifikantnimu vzestupu (15x), poptipadé poklesu (1x)
KER titru [Obr. 2]. U 4 z nich se ve druhém vzorku objevily
IgM, u 7 z nich IgA. 2 pacienti méli ve druhém vzorku pozi-
tivitu IgM i IgA soucasné [Tab. 4].

Vice nez 1 vzorek krve byl odebran jen u 78 (24%) z celkové-
ho poctu 323 pacienttl s pozadavkem na sérologické vyset-
feni priusnic. Nelze tedy vyloucit, Ze by laboratorné potvr-
zenych pripadt mohlo byt vice, kdyby byly parové vzorky
vysetfeny u vétsiho poltu pacientt s negativnim vysledkem
prvniho vzorku.
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Tab. 3. Vysledky vysetteni 1. vzorku u pacientii s ptiusnicemi
(n=74):

Tab. 4. Vysledky vysetteni 2. vzorku u pacientii s ptiusnicemi,
u nichz IgM i IgA v prvnim vzorku byly negativni (n=16):

Obr. 2. Dynamika titru KFR - K1 a K2

pocet % pocet %
pozit. IgM 15 20% pozit. IgM 4 25%
pozit. IgA 53 72% pozit. IgA 7 44%
pozit. [gM+IgA 10 14% pozit. IgM+IgA 2 12%
pozit. IgM nebo IgA 58 78% pozit. IgM nebo IgA 9 56%
negat. IgA i IgM 16 22% signif. vzestup/pokles KFR 16 100%
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Zavér a doporuceni

Pfiusnice jsou v soucasné dobé aktudlnim problémem na-
vzdory plo$nému oc¢kovani. Drtiva vétsina pripadutl se obje-
vuje u vakcinovanych osob. Na rozdil od prevakcinaéni éry
jsou nyni v CR nejéastéji postizenou vékovou skupinou ado-
lescenti a mladi dospéli do 25 let.

Laboratorni diagnostika je u vakcinovanych osob ponékud

vvvvvv

diagnostickych postupt je vSak dostatecné spolehliva i u
oc¢kovanych. Duraz je kladen na stanoveni specifickych IgA.
V pripadé negativity prvniho vzorku je nezastupitelnou me-
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Diagnostika larvalni toxokarézy
Hana Bilkovd Frankovd, Romana Maskova

Historie

Poprvé byla larvalni toxokardza popsana v roce 1950, kdy v
granulomu na sitnici oka ditéte byla nalezena larva. V roce
1951 je publikovan nalez larev Toxocara sp. v mozku malého
chlapce, ktery zemfel v disledku zanétu mozkovych blan, v
roce 1952 Beaver a kol. popsali sérii podobnych klinickych
pripadti u déti s vyraznou eozinofilii. Od té doby jsou larvy
Toxocara sp. popisovany v rtiznych lézich oka a dal$ich mno-
ha organi po celém svéte.

Pivodce onemocnéni

V nasich podminkdch jsou ptivodcem onemocnéni larvy
druhtt Toxocara cati (Skrkavka kocic¢i) a Toxocara canis
(S8krkavka psi). Definitivnim hostitelem tohoto parazita
jsou psi a psovité Selmy, kocky a kockovité Selmy. Télo do-
spélych skrkavek je na obou koncich zaspicatélé, pokryté
kutikulou nazloutlé barvy. Samci méti 9-13 x 0,2-0,25 cm,
samicky 10-18 x 0,25-0,3 cm, pfredni konec $krkavek je
opatren latelarnimi kfidélky, samec ma na ocasnim konci
kénusovity prstovity vybézek.

Vyvojovy cyklus

Dospélé skrkavky ziji v tenkém stfevé definitivniho hostitele
(zde psa nebo kocky), kde se zivi sttevnim obsahem a po-
hlavné se rozmnozuji. Samicky produkuji oplozena vajicka
a ta jsou vylu¢ovana s trusem do vnéjsiho prostredi, kde se
postupné ryhuji. Ryhovanim se vyviji larva 1. generace (L1),
kterd se ve vaji¢cku dvakrat svléka do stddia infekéni (L3)
larvy. Rychlost vyvoje larvy je zavislé na teploté a vlhkos-
ti vnéjsiho prostredi. Vysoké teploty a teploty pod bodem
mrazu vajicka usmrcuji. Definitivni (i paratenicky) hostitel
se nakazi pozfenim vajicek obsahujici L3 larvy, ty se v ten-
kém stfevé z vajicka uvolni, pronikaji sténou stfevni a krev-
nimi kapildrami do jater, odtud Zilnim obéhem do pravého
srdce a odtud do plic, kde se dale vyvijeji. Pfi priniku plicni
tkani larvy poskozuji plicni sklipky a sliznici dolnich cest
dychacich. Postupné se dostavaji do pridusnice a jsou-li vy-
kaglany a polknuty, dostavaji se zpét do tenkého stieva, kde
se naposledy svlékaji a pohlavné dospivaji. Do stfeva se lar-
vy dostavaji zhruba za 10 dni po pozfeni vajicek. Dospélci
$krkavek ve stfevé kopuluji a samicky nasledné produkuji
vajicka. Takto popsany cyklus je oznac¢ovan jako trachealni
migrace. Pti somatické migraci se larvy dostavaji z plic do
velkého krevniho obéhu a krvi jsou roznaseny do vSech or-
gan, nejcastéji jater, ledvin, podkozi, svaloviny, mozku ale i
oka. Zde se usazuji, opouzdtuji a mohou zistat velmi dlou-

hou dobu zivotaschopné.

Bylo prokazano, ze infekce mladych pst velkym poc¢tem va-
jicek vede prevazné k somatické migraci, zatimco nizky po-
et vajicek snaze dokonci vyvoj jako pohlavné dospélé skr-
kavky ve stfevé. U dospélych a starsich zvirat v§ak obecné
dochazi predevs$im k somatické migraci. Larvélni stddia
deponovana (jako vysledek somatické migrace u dospélych
pst) v riznych organech jsou pak zdrojem transplacentarni
nakazy $ténat (u kotat NE!). Po narozeni se $ténata i kotata
navic mohou infikovat i mlékem feny (kocky) = laktogenni
pfenos. /Obr. ¢.1/
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V nasi laboratofi jsme vySetfili 7mi mési¢niho psa rhode-
ského ridgebacka z déivodu neprospivani. Pes pochazi ze
zanedbaného chovu, kde nepfedpokladame pravidelné vy-
Setfovani zvirat ani jejich od¢ervovani. Trus jsme vysettili
koncentraéni metodou dle Fausta a natérem dle Kat6. Na-
lezli jsme zna¢né mnozstvi vajicek Toxocara canis. Vzorek
umistili do termostatu do vlhké komirky a vyvoj vajicka
monitorovali. 14. den jsme na vajicka ptisobili kyselinou
chlorovodikovou a ocekavali uvolnéni larev. Nasledujici
snimky (Obr. 2 - 9) vyvoj larvy dokumentuji (0., 1.,2., 3., 6.,

8., 8., 14. den kultivace).

Klinické priznaky onemocnéni u psi

Klinickd manifestace onemocnéni je typicka zejména pro
$ténata, migrujici larvy skrkavek v plicich vyvolavaji kagel,
vytok z nosu, slabost a schvdcenost. Pritomnost dospélych
skrkavek ve strevé sténat mize zpusobit nepriichodnost
stfeva s ndslednou rupturou stieva. Postizena Sténata maji
zvétSené, bolestivé tzv. skrkavkové bricho. To je doprovazeno
zvracenim, prijjmem, zvifata hubnou, maji matnou srst.

Klinické priznaky onemocnéni u ¢lovéka

V CR se uvadi séroprevalence okolo 20 %, ale skute¢ny pocet
pacientti nemocnych toxokarézou je daleko niz$i, vétsina
onemocnéni probiha bez priznakt (=skryta forma).

Clovék se muze nakazit pozfenim vajicek T. canis
s infekénimi larvami L3 z prostfedi nebo pfimo larvami

1y

od jiného paratenického hostitele. Rozvoj klinickych obtizi
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zavisi na poétu pozfenych infekénich vajicek, na lokalizaci
larev a zejména na stavu imunitniho systému.

Pokud se objevi klinické priznaky, pak je jejich nastup po-
zvolny a ¢asto nespecificky, s ¢imz souvisi i pozvolny nastup
specifické imunitni odpovédi. Castym projevem onemocnéni
muze byt kopfivka s naslednym rozvojem drazdivého kasle,
bolesti na hrudi, bolesti bficha, nechutenstvim, nevolnosti,
teplotami (obvykle 1-3 tydny po infekci), inavou, hepato-
megalii (jaterni tkan = predilekéni misto lokalizace larev),
u déti jsou pak typické poruchy chovani. Jsou-li postizeny
vnitini organy, hovofime o visceralni toxokardze. Zvlastni
pozornost je vénovana o¢ni formé toxokarozy, kdy larvy mi-
gruji a usazuji se v oku (chorioretinitis, poruchy vizu).

Diagnostika

Vzhledem k nedokonceni vyvoje larev do stadia dospélych
$krkavek je prukaz protilatek vedle zobrazovacich technik
jedinou moznou diagnostickou metodou. K vysetteni je
mozné odebrat srazlivou krev v minimalnim mnozstvi 5 ml
krve nebo sérum ziskané z tohoto mnozstvi krve. Pti pode-
zfen{ na o¢ni formu doporué¢ujeme odebrat nitroo¢ni teku-
tinu, (sklivec) v mnozstvi 20 ul nefedéného materidlu. Lze
rovnéz vysettit mozkomisni mok, zde potfebujeme k vyset-
feni minimalné 400 pl materialu.

U larvalni toxokardzy zjistujeme obvykle zvySenou eozi-
nofilii, leukocytézu, lymfopenii, hypergamaglubulinémii,
zvlasté elevaci celkovych IgE.

Zakladni diagnostickou metodou pro potvrzeni (vylouceni)
diagndzy je imunoenzymaticky prikaz specifickych anti
IgG protilatek za pouziti ES antigenti larev L3 ziskany jejich
kultivaci v tkanovém médiu (ELISA). Pro stanoveni faze in-
fekce je vhodné vysettit silu vazby IgG protilatek stanove-
nim jejich avidity. Jako doplnujici (konfirmacni) test slou-
i prtikaz ptitomnosti protilatek proti jednotlivym, vysoce
specifickym, separovanym antigenim T. canis, které jsou
elektroforeticky rozdéleny na nitrocelul6zové membrané dle
jejich hmotnosti v kDa.

S falesné negativnimi vysledky se muzeme setkat ve velmi
¢asné fazi onemocnéni, u pacientt s imunosupresi nebo u
pacientti s o¢ni formou. Fale$né pozitivni nalezy mohou byt

u pacientt s onkologickym onemocnénim, nebo jako diisle-
dek zktizené reakce u jiného typu tkanové helmintozy.

V soucasné dobé testujeme moznost vyuziti detekce IgA a
IgE specifickych protilatek pro presnéjsi urceni faze infekce.

Prevence, terapie

Prevence spo¢iva v pravidelném odéervovani pst a volné
zijicich kocek. U dospélych pst doporuc¢ujeme na zakladé
parazitologického vysetteni trusu, u §ténat a gravidnich fen
pak pravidelné od¢ervovani. U fen je doporudeno preventiv-
ni podani anthelmintik pfed krytim a po narozeni $ténat.
Dulezité je zde opakované od¢erveni, terapie je u¢innd pou-
ze na dospélé skrkavky. Prevence dale spoc¢iva v dodrzovani
hygienickych zasad, zejména napt. po kontaktu se psy nebo
koc¢kami, po kontaktu hlinou (peclivé omyvani rukou po
praci, dtikladné omyvani ovoce a zeleniny...) ¢i po ¢isténi
zachodkti domadcich zvifat.

K 1é¢bé larvalni toxokardzy se pouzivé tiabendazol, dietyl-
karbamazin, albendazol, popt. mebendazol.

Vysledky laboratore
Vysledky za rok 2011 a do 13. 11. 2012, metoda ELISA:

Za vy$e uvedené obdobi jsme provedli celkem 931 testi,
z toho u 33 pacientti jsme metodou ELISA prokazali pti-
tomnost specifickych IgG protilatek. U 2 jsme urcili nizkou
aviditu, u 6 jsme stanovili hrani¢ni aviditu, ve 24 ptipadech
jsme stanovili jiz aviditu vysokou. Zde u 6 pacientt s pode-
zfenim na o¢ni formu toxokarézy. U 1 pacienta jsme aviditu
z divodu nedostatku séra nemohli stanovit. U 2 z celkového
poctu pozitivnich pacientt nebyla diagndza potvrzena kon-
firmadnim testem (western blotem).

Vysledky za rok 2011 a do 13. 11. 2012, metoda western blot:

Za vy$e uvedené obdobi jsme provedli celkem 469 testd,
z toho jsme u 13 pacientt prokazali ptitomnost specifickych
protilatek pouze metodou western blot, z toho ve 4 ptipa-
dech u pacientt s ,,o¢ni* diagnézou. U 41 pacientl jsme ur-
¢ili metodou western blot hrani¢ni vysledek, bez pozitivity
v metodé ELISA, z toho v 5 pripadech s podezfenim na in-
fekei oka.
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Zaveér

Pro potvrzeni (vylouceni) diagnézy larvalni toxokardza
doporucujeme vysettit sérum (sklivec ¢i mozkomisni mok)
jak metodou ELISA, tak i metodou western blot. V ptipadé
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Interpretace kvantitativnich vysledki ziskanych metodou real-time PCR

Jakub Mrazek

Polymerazova retézova reakce (PCR) je dnes jiz standard-
nim ndstrojem vyuzivany nejen v diagnostice infek¢nich
onemocnéni. Umoznuje rychly a citlivy pritkaz ptivodce
infekce. Vyuziva se predevsim tam, kde jiny pfimy priikaz
infekce neni mozny, ¢i je prili§ zdlouhavy.

Prosty pritkaz pritomnosti ¢i neprfitomnost konkrétniho
agens v$ak nemusi byt vzdy dostacujici. Za i¢elem interpre-
tace klinické vyznamnosti nalezu, pro potteby volby lé¢ebné
strategie ¢i pro samotny management 1écby je v nékterych
situacich vhodné urcit také mnozstvi infekéniho agens
v testovaném klinickém materidlu. Kvantifikace DNA, resp.
RNA je tak dnes ¢asto nezbytna, a to zvlasté v diagnostice
virovych infekci.

Real-time PCR

Real-time PCR umoznuje, narozdil od klasické PCR s de-
tekei produktu na agarézovém gelu, prubézné monitorova-
ni tvorby produktu pomoci fluorescen¢niho znaceni, at uz
nespecifickou interkala¢ni barvi¢kou (obvykle SYBR Green
I) ¢i fluorescenéné znacenou sondou (nej¢astéji typu Taq-
Man®). Monitorovani tvorby produktu PCR reakce umoz-
nuje sledovat reakci ve fazi, kdy je jeji prubéh dan relativné
presnymi a méfitelnymi matematickymi zavislostmi, diky
¢emuz lze ,dopoditat, jaky pocet kopii cilené DNA stélo na
pocatku reakce.

Kvantitativni PCR

Pribéh PCR reakce je mozno rozdélit na tfi faze (viz.obr.1):
1. Lag faze, kdy v reakci zdanlivé neprobihaji zadné zmény,
nartst fluorescen¢niho signalu kopirujiciho tvorbu produk-
tu je prekryt signalem pozadi, 2. Exponencidlni fize, kdy
dochazi k prekroceni fluorescen¢niho prahu a naslednému
exponencialnimu nartst signalu, resp. produktu a 3. Platé
fdze, kdy signdl (ani produkt) jiz dale z celé fady duvodu ne-
pribyva (vycerpani systému, kompeti¢né-inhibi¢ni procesy
v reakci, apod. ..).
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Obr.¢.1: Priibéh real-time PCR
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Pravé exponencialni faze poskytuje matematicky definova-
telnou zakonitost reakce, kdy:

N =N, (E)
Kde:

N_= pocet kopii DNA v cyklu c
N, = pocet kopif na poc¢atku reakce
E = efektivita amplifikace

Z toho vyplyva, ze na mnozstvi vstupni specifické DNA za-
visi okamzik (cyklus c), ve kterém dojde k prechodu z lag
faze do faze exponencialni, tedy jednozna¢nému prekroce-
ni fluorescen¢niho prahu signdlem tvorby produktu. Tento
okamzik oznacujeme jako threshold cycle (C) a jeho hod-
nota je nepfimo linedrné umérna dekadickému logaritmu
koncentrace vstupni cilové DNA a umoziuje tak konstrukei
kalibra¢ni pfimky (viz. obr.¢.2).
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Obr. ¢.2: Kalibraéni pfimka real-time PCR

KALIBRACNI PRIMKA

(Ct)‘1 (Ct)E (01)3 Cl
Kterykoli bod kalibra¢ni ptimky odpovida urcité konstantni
hodnoté (logN ), jiz kazd4 jednotlivd reakce dosahuje dtive
¢i pozdéji (C) v zévislosti na pocatecni kvantité specifické
DNA ve vzorku (N ) pti dané efektivité reakce. Plati rovnice:

C, =-(1/1ogE)*logN, + (logN_,/logE)
Kde:

Ct = threshold cycle

N, = pocet kopii DNA v cyklu Ct (pii crossing pointu)
N, = pocet kopii na poc¢atku reakce

E = efektivita amplifikace

Hodnoty E a N, Ize nahradit konstantami, pak plati jedno-
ducha rovnice:

C,=-A*logN, +B
kde konstanty A a B ziskdime méfenim série kalibratort, Ct
méfenim vzorku a jedinou nezndmou, kterou je dekadicky
logaritmus koncentrace vstupni DNA, pak odec¢teme z kali-

bra¢ni ktivky.

Uskali kvantitativni PCR

Pro spravnou interpretaci kvantitativnich dat ziskanych me-
todou real-time PCR je nutno mit na zfeteli nékolik dulezi-
tych faktort:

Presnost kvantifikace: PCR reakce vyuziva exponencidlni-
ho jevu, kdy v kazdém cyklu reakce dojde ke zdvojnasobeni
produktu predchoziho cyklu. Uz z tohoto diivodu se PCR
nejevi jako idedlni ndstroj pro kvantifikaci, protoze i mala
chybicka na zacatku reakce mtze exponencialné nartst ve
velkou chybu. Na druhou stranu real-time PCR umoznu-
je provadeét kvantifikaci v ramci mnoha, bézné 5-8, radu.
V tomto ohledu poskytuje dostate¢né spolehlivé vysledky, je
treba si vsak uvédomit, ze rozdily v rozmezi jednoho loga-
ritmu (fadu) nemusi byt vyznamné.

Z tohoto duvodu jsou kvantitativni vysledky obvykle uvadé-
ny v matematickém formatu, kdy jeden milion zapisujeme
jako 1,0E+06. Cislice za symbolem E oznacuji ¥4d, ktery ma
nejvétsi vahu, hodnota pred symbolem E pak jiZ jen upftes-
fuje vysledek v ramci fadu.

Limit kvantifikace: Reprodukovatelnost vysledku vysoce po-
zitivnich vzorkd je logicky lepsi, nez slabé pozitivnich vy-
sledkil, protoze k dosazeni threshold cycle sta¢i mensi pocet
cyklt a dojde tedy k mensi akumulaci chyb. U velmi nizkych

pocti kopii (1-20) navic vstupuje jako vyznamny zdroj chyb
do hry vzorkovaci ndhodna chyba (tzv. Poisson error), kdy
pravdépodobnost, Ze se podafi opakované do reakce vlozit
stejné mnozstvi malého poctu kopii prudce klesa.

Velmi nizké kvantitativni vysledky (fadové stovkya méné)
ziskané metodou real-time PCR jsou tak zatizeny natolik
velkou chybou, Ze nema prakticky smysl jejich hodnotu uva-
dét. Udavaji se tedy napt. jako: <500 nebo <100. Takovyto
vysledek znamend, ze byla prokazana pritomnost daného
agens, ale jeho mnozstvi bylo mensi nez uvedena hodnota.
Negativni nalezy jsou u kvantitativnich metod vyjadfeny
hodnotou 0. Presto, jako kazda analytickd metoda, i real-
time PCR ma svtij detekéni limit, takze nula nevylucuje pfi-
tomnost agens v rozsahu mezi nulou a detekénim limitem
metody, ktery je vSak u PCR metodik obecné velmi nizky.

Sprdvnost kvantifikace: Absolutni hodnoty (nej¢astéji kopie/
ml primarniho vzorku) vytvareji dojem, ze vime, kolik se
ve vzorku daného mikroorganizmu nachazi. Nicméné kaz-
dy vysledek, ktery ziskame je vztazen k té ¢i oné kalibra¢ni
primce (kalibraénim standardim), vykazuje sice vybornou
reprodukovatelnost, ale spravnost absolutni hodnoty je za-
visld na technologii, ktera byla pouzita pro urceni hodnoty
standardd. Faktem je, Ze rtizné ptistupy vedou k pomérné
vyrazné odlisnym vysledkim, a tak je nutno podotknout,
ze kazdy kvantitativni vysledek miiZe byt sice presny, ale
je relativni a nemusi vzdy odpovidat vysledku ziskaného
jinou laboratofri, ¢i jinou metodou. Proto, zvlasté za ucelem
monitorovani pacienta je nutné pacienta vysetiovat ve stale
stejné laboratori.

Céaste¢nym feSenim tohoto problému, ktery je do znacené
miry brzdou ve standardizaci molekularné biologickych me-
tod, je pouziti dohodnutého mezindrodniho standardu, ke
kterému budou vztahovany véechny metody, takze kone¢né
absolutni vysledky budou zatiZzeny ,stejnou chybou®. Pou-
zivame tak nikoli kopie (absolutni vyraz), ale IU - mezina-
rodni jednotky, ¢imz se vyhybame absolutni otazce — kolik
viru se ve vzorku nachazi. Prepocet mezi kopiemi a IU pak
lze pouze odhadovat v urcitém rozptylu. V soucasné dobé
je mezinarodni standard k dispozici pro HCV, HBV, HAYV,
HIV, CMV, EBV a Parvovirus B19.

Vyuziti kvantitativnich vysledka v praxi

Kvantitativnich vysledk@t se vyuzivd napf. k posouzeni
klinické vyznamnosti prikazu daného mikroorganizmu.
Uplatiiuje se predev$im tam, kde je béznd bezprfiznakova
kolonizace, resp. perzistence mikroorganizmu u ¢lovéka.
Typickym ptikladem jsou herpetické viry, které po primo-
infekci u ¢lovéka perzistuji v hostitelské burnice a mohou se
za urcitych okolnosti reaktivovat a vyvoldvat onemocnéni
s riznym stupném zavaznosti. V praxi se vyuziva kvan-
tifikace CMV, EBV a HHV6. Ndlez HSV %, resp. VZV lze
prakticky vidy povazovat (samozfejmé s ohledem na klinic-
ky obraz) za vyznamny, protoZe tyto viry perzistuji v ner-
vovych gangliich, které se za béznych okolnosti nevysetiuji.
Pritomnost HSV %, VZV se vysettuji materidlech typu krev,
likvor, stéry z koznich 1ézi, kde se virus vyskytuje pti primo-
infekci ¢i reaktivaci.
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Virus EBV je mozno ¢asto diky perzistenci bézné zachytit
v plné krvi zdravych jedincti, ktefi jiz prodélali primoinfek-
ci timto virem. Laboratorné se vySetfuje nikoli plna krev,
ale plasma, v niZ nélezy pod cca 1500 cp/ml lze povazovat
(s ohledem na klinicky stav pacienta) za nevyznamné.

Podobné je tomu pri detekci DNA CMV, kdy i u zdravych je-
dincti mtizeme v urcitych obdobich (typicky napt. v téhoten-
stvi) zachytit stopy DNA CMYV v krvi ¢i moci, aniz by bylo
nutné jim prikladat vétsi vyznam. Jinak je tomu u pacientii
imunosuprimovanych, napt. po transplantacnich vykonech,
kdy je nutné pfipadnou virémii u pacienta peclivé sledovat.
U pacienttl 1é¢enych na CMV infekci je toto monitorovani
samoziejmosti, coZ je nejcastéjsi situace vyzadujici pouziti
kvantitativni real-time PCR.

BK virus patfi mezi polyomaviry. Po primoinfekci pretr-
vava BK virus v ledvinovych bunkach a za podminek imu-

nosuprese muze dojit k jeho reaktivaci, zvlasté v souvislosti
s transplantaci ledvin, a to asi u 1 az 10% pacientii. Monito-
rovani BK virurie a virémie umoznuje v¢asnou diagnézu BK
replikace, management imunosupresivni terapie a monito-
rovani odezvy na lé¢ebna opatfeni.

Monitorovani virové naloze je také nezbytné pro lé¢bu vi-
rové hepatitidy B a C. Vstupni virova naloz, i rychlost a roz-
sah odezvy na antivirovou terapii je dilezitym ukazatelem,
ktery umoznuje optimalizaci 1é¢eného rezimu a je také vy-
znamnym prognostickym faktorem.

Kvantitativni PCR metody jsou dnes nenahraditelnym na-
strojem v diagnostice vybranych infek¢nich onemocnéni.
Oddéleni molekularni biologie ma jiz témét 10 letou zkuse-
nost s témito technikami a nabizi jejich aplikace ve vsech kli-
nicky relevantnich situacich v ramci infekéni problematiky.

Interpretace serologickych metod v klinické mykologii

Radim Dobids, Stanislava Dobidsova

V pripadech, kdy nejsme schopni prokazat ptivodce myko-
tického onemocnéni mikroskopicky nebo kultiva¢né a pa-
cient vykazuje klinicky obraz mykotické infekce, vyuziva
klinicka mykologie rtiznych metod prokazujicich nebo ales-
pon vedoucich k prikazu téchto agens. Mykoticka agens lze
serologicky prokazat pomoci pfimého pritkazu antigenu,
Castice ktera je soucasti téla piivodce, nebo pomoci detekce
protilatek, nepfimého prikazu daného agens v zavislosti na
imunitni odpovédi lidského organismu a ¢ase. Mykologicka
serologie je zalezitosti relativné nedavné doby. V praxi se po-
uzivaly a stale pouzivaji serologické metody starsi a k nim se
postupem casu a technického pokroku pridaly metody mo-
dernéjsi, které ty star$i mnohdy nahradily.

Mykoticka agens

Ptvodci mykotickych onemocnéni jsou svym ptivodem sa-
profytickou slozkou prostfedi a prirozené kolonizuji vnitfni
prostfedi lidského organismu. Z celé fady zéstupct téchto
mikromycetll se v zavislosti na stavu lidského imunitniho
systému a harmonii lidského organismu takzvanymi opor-
tunnimi patogeny teprve stavaji.

Oportunni patogeny se mohou rozdélit do nékolika skupin,
podle prislusenstvi k jednotlivym rodtm: Candida, Cryp-
tococcus, Aspergillus, Penicillium, Mucor, Rhizopus, Rhizo-
mucot, Fusarium, Scedosporium, Trichoderma a dal$i méné
obvyklé rody.

Ptislusnici rodu Candida jsou kvasinky a kvasinkovité mik-
romycety. Jednd se o béznou floru sliznic a kiiZe a ve vét$iné
pripad jde o infekci endogenni. Nejvice zastoupenym opor-
tunnim patogenem rodu Candida je druh Candida albicans.

Ze zastupcti rodu Aspergillus je odpovédny za 90% vsech
ptipadd invazivni aspergilézy druh Aspergillus fumigatus
(Serrano R., 2011).
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V pripadé oportunnich infekci zptisobenych druhy rodu
Candida se v minulosti vyuzivaly testy pro prtikaz mananu
kandidového antigenu latexovou aglutinaci a testy pro pru-
kaz protilatek metodou dvojité imunodifiize pii tvorbé pre-
cipita¢ni linie. Tyto testy vynikaly svou nizkou nakladnosti,
ale také velmi vysokym detekénim limitem, to znamena, Ze
byly prili§ malo citlivé a pro ¢asnou diagnostiku zavaznych
pripadti nevhodné. V soucasné dobé lze pouzit modernéjsi,
citlivéjsi a flexibilnéjsi metody EIA, jak pro priikaz antigenu
(mananu) tak pro prikaz protilatek rodu Candida. Prukaz
polysacharidového antigenu (manan) je specificky pro dru-
hy rodu Candida, bohuzel je rychle vyvazan, vyplavovan
z krevniho obéhu a senzitivita testu je nizkd, podle rtiznych
udajii 30-70% (Racil, 2007). Senzitivitu lze dale zvySovat pti
soucasném pouziti testu pro priikaz protilatek proti mananu
a to az na 80% (R4cil, 2007). Je mozno také roz$irit testo-
vani o dal$i kritéria detekce jako jsou monitorovani hladin

Obr. 1 Fragment vldkna Aspergillus flavus,
Giemsa-Romanowski, 1000x

F’ 5
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imunoglobulint tfidy A, G, M pro nejrozsifenéj$i oportunni
patogen Candida albicans.

Mezi solitérni druhy oportunnich patogent s afinitou k ner-
vové soustavé, patti Cryptococcus neoformans, ktery mezi
imunodeficitnimi pacienty ptisobi pomérné vysokou morta-
litu. Zde je na misté v mnoha pripadech myslet na test, ktery
je schopen prokazat antigen glukuronoxylomanan latexovou
aglutinaci pfimo z liquoru nebo ze séra.

V ptipadé oportunnich infekci pasobenych druhy rodu
Aspergillus se v minulosti vyuzivaly testy pro prtikaz galak-
tomananu aspergilového antigenu latexovou aglutinaci. Po-
dobné jako testy pro rod Candida vykazovaly prukazy aper-
gilového antigenu latexovou aglutinaci nizkou citlivost pro
¢asnou diagnostiku invazivni aspergilézy. V soucasné dobé
lze vyuzit metodu EIA pro priikaz galaktomananu specific-
kého pro druhy rodu Aspergillus ze séra nebo bronchoalveo-
larni lavaze (BAL). Pti detekci galaktomananu test dosahuje
senzitivity 95,2%, je specificky na 90%, s negativni predik-
tivni hodnotou 99,7%. Avsak z dtivodu fale$nych pozitivit,
z nichZ ne véem lze zabrdnit, dosahuje pozitivni prediktiv-
ni hodnoty jen 31,5% (Racil, 2008). V takovémto pripadé se
opét nabizi moznost doplnit tento test o pritkaz protilatek.
Vzhledem k tomu, ze za 90% vsech ptipadid invazni asper-
gilézy je odpovédny druh Aspergillus fumigatus lze pouzit
interpreta¢né zajimavy test pro prikaz a monitoring hladin
protilatek, imunoglobulint tfidy A, G, M (Tsagarakis, 2009).
Pro vykryti nebo vylouceni ptipadného vyskytu nékterych
dalsich méné se vyskytujicich druht lze vyuzit starsi, méné
citlivéjsi, ale v tomto pripadé opodstatnénou metodu pro
prukaz protilatek pomoci dvojité imunodifuze, ktera zahr-
nuje navic druhy A. flavus, A. terreus, A. niger, A. nidulans.

Interpretace

Interpretace vysledk priikazu galaktomananového antige-
nu rodu Aspergillus by mély byt v ramci moznosti podpo-
feny klinickym obrazem pacienta, dal$imi dilé¢imi markery
zobrazovacich metod naptiklad HRCT apod. V idedlnim

Obr. 2 Aspergillus flavus, po 72 hodinové kultivaci, SV,
pii 28 °C

pripadé by se v nékterych s dalsich vzorku pacienta mél mi-
kroskopicky nebo kultiva¢né potvrdit a pfesné determino-
vat ptivodce (Obr. 1 a 2), i kdyz tomu v ¢etnych pripadech
tak neni a tim spada cely pfipad do kategorie podezielych
a pavodce se kolikrat prokaze az po urcité dobé, dle stavu
pacienta. Tyto jevy by se také daly pripisovat rtiznym dru-
htm lé¢by (preemptivni, profylakticka). Infek¢éni mykotické
agens je pti dobrych podminkach lidského imunodeficitu
velmi houZevnaté a pfi nedostate¢né 1é¢bé takzvané ,,nasle-
po“ se velmi $patné mikroskopicky a kultivaéné potvrzuje
nebot v lokalitach jejtho primarniho vyskytu (horni cesty
dychaci) jiz prakticky chybi a je lokalizovano jinde v orga-
nech cestou diseminace. Pfi pritkazu galaktomananového
antigenu rodu Aspergillus je také diilezité myslet na opako-
vané odbéry v ramci monitoringu hladiny antigenu lé¢ené-
ho pacienta (obr.3). U vzorku séra se povazuje za hrani¢ni
hodnotu pozitivity, index pozitivity (IP) od 0,5-0,8, za pozi-
tivni hodnotu IP 0,8 a vySe. U vzorkt BAL je doporucovano
posuzovat jako pozitivni hodnoty IP od 1,0 a vyse.

Obr. 3 Hladina galaktomananu v séru naseho pacienta pti
zavedeni lécby voriconazolem

hladina

Ag r. Aspergil
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Pro zvy$eni senzitivity pritkazu mykotické infekce pouziva-
me prikaz protildtek imunoglobulint tfidy A, G a M proti
Aspergillus fumigatus. Pt¥i hodnoté IP 0-0,8 vysledek nega-
tivni, IP 0,8-1,2 je takzvand Seda zéna s doporucenim v ram-
ci sledovani opakovat odbér a pri IP vétsi nez 1,2 pozitivni.
Protilatkova odpovéd a vzestup hladiny imunoglobulinti
tfidy A znamend casnou odpovéd imunitniho systému na
infekei jejiz branou vstupu jsou sliznice. Protilatkova od-
povéd a vzestup hladiny imunoglobulint tfidy M znamena
¢asnou formu odpovédi humoralniho imunity na infekei. Po
urcité dobé ¢asné protilatky, imunoglobuliny tfidy M mizi
a soubézné dochazi k vzestupu imunoglobulini tfidy G,
dlouhodobé protilatkové odpovédi. Nasledné pri pretrvava-
jici infekci lze monitorovat vzestup a pokles téchto hladin
protilatek. Pti vzestupu hladiny imunoglobulint tfidy G sa-
mostatné alespon 1,5 krat je mozné fici, ze jde o infekci pro-
gredujici. Pfi souc¢asném vzestupu hladiny imunoglobulini
tridy A i G Ize Fici, Ze se jedna o reinfekci.

Pro prtikaz protilatek imunoglobulint ttidy A, G a M proti
Candida albicans plati stejnd kritéria jako v ptipadé inter-
pretace uvedené vyse pro priikaz protilatek proti Aspergillus
fumigatus.
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Zaveér
Diagnostika mykotickych onemocnéni je vétsinou neleh-
ka, serologické metody poskytuji vice odrazovych hodnot a
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Vyuziti molekularné biologickych metod pro identifikaci méné obvyklych druht
mykobakterii a detekci Iékové rezistence M. tuberculosis. (uplatnéni metod a

interpretace vysledk)
Vit Ulmann

Tuberkuldéza

Klesajici incidence onemocnéni tuberkulézou (TB) v Ceské
republice vede k postupnému poklesu zajmu o toto onemoc-
néni. Laickou vefejnosti je mnohdy TB vnimana jako jakasi
»archaickd nemoc®, ktera decimovala obyvatelstvo v do-
ze rovnéz dochazi k negativni zméné pohledu u vefejnosti
odborné. Obdobné v ostatnich zemich s trvalym poklesem
incidence TB postupné dochazi ke ztraté povédomi o vy-
znamu onemocnéni, kterd se projevuje také opomijenim pri
diferencialni diagnostice. Na tomto misté je nutno pfipome-
nout, ze tuberkuldza zistava béznou infekci a onemocnénim
predstavujicim vyznamnou zatéz. V celé EU byva ro¢né stale
hlageno témér 80 000 novych pripadd. Tuberkuldza se stéle
Castéji vyskytuje ve znevyhodnénych a marginalizovanych
skupinach, napriklad u migrantt, bezdomovcti, chudych lidi
zijicich v okrajovych ¢tvrtich, véznd, osob s HIV a konzu-
menttl drog. V nejblizsich oblastech mimo EU, zejména ve
vychodni Evropé, je mozno situaci objektivné hodnotit jako
»katastrofickou®. Statistiky incidence TB ve statech byvalé-
ho Sovétského svazu, byly dlouhodobé hodnoceny pouze na
zakladé odh adu. V poslednich letech, pti snaze globalnich
zdravotnickych organizaci (WHO, CDC), o zvraceni nepfi-
znivého stavu v rozvojovych zemich, jsou do téchto oblasti
investovany zna¢né finanéni a materialni prostfedky. Na
zakladé této podpory dochdzi k zavadéni programu zlepso-
vani systému diagnostiky a také kontroly onemocnéni. Vy-
sledkem cileného monitorovani za podpory vyse zminénych
organizaci, byl zjistén enormni podil multirezistentnich
kment Mycobacterium tuberculosis (MDR-TB). Predevsim
Bélorusko a Kazachstdn patfi mezi nejvice zasazené. Pro-
centualni podil MDR-TB kmenti v Bélorusku u nové zjisté-
nych infekci dosahuje 32% a dfive lé¢enych az 76%! Obdobna
situace panuje na Ukrajiné, v pobaltskych statech, Moldavii,
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uralskych a zakavkazskych republikdch. V zemich zdpadni
Evropy, ale jiz také v CR vzriistd podil emigranti na celkové
incidenci onemocnéni oproti domacimu obyvatelstvu. Mig-
race obyvatel ze zminénych exponovanych krajin je pfiroze-
nou soucasti globalizovaného svéta, ov§em pro cilové zemé
sebou prinasi také novou, zvysenou epidemiologickou zatéz.
Dle vyse zminéného se jevi, Ze stéle vétsi diraz bude muset
byt kladen na efektivni screening, dikladné feseni kontaktt
pacientt s TB onemocnénim a aktivni vyhledavani osob v
rizikovych skupinach. Svou vyznamnou roli pfi diagnostice
jiz dlouhodobé potvrzuji metody IGRA (Interferon gamma
release assays) - Quantiferon-TB gold, nebo TB-Spot. Dle
zkusenosti naseho pracovisté, hodnotime kombinaci mo-
lekuldrné biologickych metod pritkazu nukleovych kyselin
mykobakterii a IGRA, jako velmi vhodnou pro vyznamné
zkraceni doby odezvy a urychleni diagnostického zavéru.
Zejména u mimoplicnich forem TB, ale také ranych postpri-
marnich a anergnich stadii plicniho postizeni s atypickym
pribéhem (zejména déti a HIV+). Pravé kompletace téchto
vySetfeni (s ohledem na nizsi specificitu IGRA a senzitivitu
u molekularné biologickych metod) prinasi pomérné spo-
lehlivy vysledek, ktery pomuze diagnostikovat TB dlouho
pred kultiva¢nim prtikazem agens (tento je mnohdy kompli-
kovany, nebo nedosazitelny). Prakticky je mozno potvrdit
specifickou etiologii onemocnéni do 48 hodin od obdrzeni
vzorki pacienta. Vyznamna je vak vcasnost a spravna pre-
analyticka faze odbéru vzorkd!

K sou¢asnému stavu v CR vedla od 50. let 20. stoleti dlouh4
a naro¢nd cesta. Mimo obecné zlepsujici se Zivotni Groven,
byl vybudovan funkéni a efektivni systém diagnostiky (jak
klinické tak laboratorni), 1é¢by, prevence a kontroly one-
mocnéni. Cilem v$ech jednotek zajistujicich zdravotni a
epidemiologickou ¢innost a také urednich orgdnu CR, musi
byt zachovani pfiznivého vyvoje. Zasadni je nepolevit v tsi-
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li na vSech trovnich kontroly TB, zavadét a zdokonalovat
diagnostické metody, udrzovat erudici odborniki a osvétu
laické verejnosti.

Nové metody urychlujici detekci rezistentnich kmena M.
tuberculosis

Klasické stanoveni citlivosti u vSech nové izolovanych kme-
nu M. tuberculosis (MTB) je nutnosti. Standardni vySetfeni
provadime v nasi laboratofi mikrodilu¢ni metodou, stano-
venim minimalnich inhibi¢nich koncentraci u léku I. fady
antituberkulotik - AT (Isoniazid, Rifampicin, Streptomycin
a Etambutol). Poskytuje ptesny a definitivnivysledek a slouzi
jakozasadnipodkladproeventuelnizménulécbyadalsihotese-
nipacienta.Zminénétestovanijevsaklimitovano¢asem.Doba
do uzavteni vysledku je podminéna pomalym riistem MTB
a konecny vysledek je mozno poskytnout minimalné za 10
dnii od zachytu kmene na kultiva¢nich médiich.

Standardni lé¢ebny rezim je (¢i mél by byt) u pacienta zave-
den okamzité po potvrzeni diagndzy (klinické, laboratorni —
pozitivni mikroskopické - kultiva¢ni vysetfeni), nebo pred
piivysoké suspekci a pFitomnosti typickych znaki. U¢innost
terapie zvlasté kombinaci Isoniazidu (INH) a Rifampicinu
(RIF) je vysoka a nékolik dnt po podani AT dochazi u stan-
dardnich pfipada k vyznamné redukci zivotaschopnych my-
kobakterii a zlep$eni stavu pacienta.

Nestandardni pripady predstavuji infekce kmeny rezis-
tentnimi na jeden z lékt zdkladni fady - monorezistentni,
kombinaci INH a RIF — multirezistentni, rezistentni na 3 a
vice 16kt - extrémng, totalné rezistentni. Nejéastéji se v CR
a také nasi laboratoii setkavame s kmeny mono ¢i multire-
zistentnimi, nyni v§ak evidujeme také dvé onemocnéni vy-
volana kmeny extrémné rezistentnimi. Jednalo se o cizince
z vychodni Evropy a ob¢ana CR s pozitivni cestovatelskou
anamnézou.

Lécba rezistentni tuberkuldzy vyzaduje specidlni rezim, kte-
ry je schopno zajistit pouze specializované pracovisté. Poza-
davek na vysledek nastavbovych vysetfeni je tedy urgentni,
z dtivodu potteby cilené péce o pacienta. V soucasné dobé
jsou dostupné testy umoznujici rychlou detekci rezistenci u
kultivovanych kment, tyto testy jiZ ma nase laboratot k dis-
pozici.

Testy na principu molekuldrné biologické detekce mutaci
gentl podminujici rezistenci jsme schopni provést do néko-
lika hodin od zachytu kmene (max. 24). Poskytuji pomérné

Prevalence rizikovych faktoru

+ Kombinace!

+ Pneumokonioza, CHOPN
+ Prodélana tuberkuldza!

» Alkoholismus, zivotni styl
* Vék (>40, <12), pohlavi

+ Diabetes, HIV

vyznamny orienta¢ni vysledek. Srovnavaci vySetfeni s kla-
sickymi testy dosud potvrdila vysokou spolehlivost detekce
rezistenci na INH a RIF a praktickou vyuzitelnost.

Vhodna indikace: Vyse zminované rizikové skupiny, prede-
vs§im cizinci, bezdomovci a pacienti s recidivou onemocnéni,
kteti byli v minulosti na TB lé¢eni. Pozadavek na vySetfeni je
mozno provést po telefonické domluvé s laboratofi.

Mykobakteriozy

Problematika, kterd za¢ind vyvstavat v souvislosti s celko-
vym vzristem prevalence civilizaénich chorob, systémo-
vych a imunitnich poruch (jak vrozenych tak ziskanych).
V populacich industrialné a socioekonomicky zatiZenych
oblasti Ceské republiky (zvlasté Moravskoslezsky a Ustecky
kraj) je dlouhodobé evidovana vysoka mira postizeni dycha-
ci soustavy, malignit a onemocnéni souvisejicich s Zivotnim
stylem. Zminéné faktory vyznamné ovliviiuji také uplatnéni
fakultativné patogennich mikroorganisma pfi onemocnéni
¢lovéka. Prevalence a predev$im vyznam rizikovych faktort
viz schéma nize:

Identifikace, interpretace nalezii netuberkuléznich, pod-
minéné patogennich mykobakterii (PPM)

S rozvojem novych molekularné biologickych metod jsme
schopni identifikovat témér vSechny dosud popsané druhy
mykobakterii. Vyznam sekven¢nich analyz a hybridizac-
nich technik spociva v rychlosti ziskani vysledku. Se soucas-
nym vybavenim jsme schopni pfesnou identifikace kmene
provést do nékolika hodin po zjisténi pozitivni kultivace.
Vzhledem k obecné velmi dlouhé kultiva¢ni dobé vétsiny
mykobakterialnich druhd, jsou urychleni a presnost identi-
fikace zasadni a velmi pfinosné. Identifikace béznéjsich dru-
ht mykobakterii nyni provadime pomoci PCR (polymerase
chain reaction) s vyhodnocenim reversni hybridizaci, méné
obvyklé druhy jsou typizovany pomoci sekvencni analyzy.

Podrobna identifikace pres sviij vyznam, vSak prinasi kom-
plikace pti interpretaci nalezu méné obvyklych, nebo nové
zachycenych druht. Soudasné standardy (ATS, BTS), které
byly pfijaty také u nds, prinaseji informace o diagnostice a
lécbé obvykle se vyskytujicich druht s potvrzenym klinic-
kym vyznamem. Nicméné ani tyto nejsou v plné mire vy-
uzitelné a vSeobecné aplikovatelné. Prispivava k tomu stale
pokracujici vyvoj a vyzkum v oblasti interakce mykobakte-
rif a lidského organismu a mnoho z problematiky neni do-
sud uspokojivé vysvétleno. Stejné jako vyvoj v systematice,

Vyznam rizikovych faktoru

+ Diabetes, HIV

* Kombinace!

* Veék (>40, <8), pohlavi

* Prodé¢lana tuberkuléza !

*+ Pneumokonioza, CHOPN

+ Alkoholismus, zivotni styl

17

ZPRAVODAJ CENTRA KLINICKYCH LABORATORI

Podzim 2012




WWW.ZUOVA.CZ

ROCNIK 8, CiSLO 2/2012

kdy dochazi prakticky kazdoro¢né k popisu dalsich novych
druht. Z hlediska klinického vyznamu a frekvence zachytu
z klinického materialu a prostfedi je mozno mykobakteri-

alni druhy rozdélit do nékolika skupin. Analyza situace dle
zachytu v nasi laboratoti, percentudlni podil izolovanych
kment pti potvrzeném onemocnéni (za obdobi 2000-2012):

Druhy bézné se vyskytujici - ¢asto izolované-zna¢né klinicky vy-
znamné:

Faktor predispozice nizky - infekce mozna u imunokompetentnich
jedincu:

Mpycobacterium marinum
Mpycobacterium kansasii
Mpycobacterium avium

- klinicky vyznam 100%
- klinicky vyznam 90%
- klinicky vyznam 50%ssp. hominisuis

Druhy bézné se vyskytujici ¢asto izolované klinicky vyznamné:
Faktor predispozice vysoky — infekce pFevazné u imunokompromitova-
nych, predisponovanych Mycobacterium xenopi - klinicky
vyznam - 20%
Mpycobacterium intracellulare
Mpycobacterium abscessus
Mpycobacterium chelonae
Mpycobacterium mucogenicum
Mpycobacterium celatum - klinicky vyznam - 1%
Mycobacterium scrofulaceurn - klinicky vyznam - 1%
Ostatni Mycobacterium avium komplex (M.marseillense)

- klinicky vyznam - 10%
- klinicky vyznam - 1%
- klinicky vyznam - 1%
- klinicky vyznam - 1%

Druhy vzacné se vyskytujici ojedinéle izolované-znac¢né klinicky
vyznamné:

Faktor predispozice nizky - infekce mozna u imunokompetentnich
jedinci:

Mpycobacterium malmoense
Mpycobacterium vulneris
Mpycobacterium haemophilum

- klinicky vyznam 100%
- klinicky vyznam 100%
- klinicky vyznam 100%

Druhy bézné se vyskytujici, klinicky vyznam ziasadné podminény:
Faktor predispozice velmi vysoky - infekce téméf vyhradné u imuno-
kompromitovanych

Mycobacterium fortuitum

Mycobacterium lentiflavum

Mycobacterium arupense

Ostatni Mycobacterium terrae-complex (M.terrae, M.nonchromogenicum,
M.triviale)

Mycobacterium smegmatis

Mycobacterium gordonae

Druhy bézné v prostfedi, saprofytické, klinicky vyznam zasadné
podminény, nebo bez:

M.fortuitum komplex — M.peregrinum, M.septicum, M.goodii
M.parafortuitum komplex - M.neoaurum, M.aurum, M.obuense,M.
tokaiense, M.chlorophenolicum

Definitivni diagnosticky zavér mize byt u¢inén pouze na
zakladé kombinace mnoha informaci. V uvahu je nutno
brat vlastnosti konkrétniho druhu (kmene), a miru schop-
nosti vyvolat onemocnéni. Vzhledem ke kosmopolitnimu
rozsifeni vétsiny druhtt mykobakterii ve vnéj$im prostredi
je nutno veskeré zachyty hodnotit kriticky, jelikoz kultiva¢ni
prukaz nemusi vzdy predstavovat infekci! Tento fakt je urcu-
jici pfi rozhodnuti o nasazeni terapie, kterda muze v mnoha
ohledech prindset niz$i benefit a predstavovat pro pacienta
zbyte¢nou zatéz, na druhou stranu prodleni adekvatni tera-
pie muZe mit pro pacienta zdvazné nasledky.

Rozhodujici pti hodnoceni vyznamu kultiva¢niho nalezu je
aktudlni stav, klinicky nalez a anamnéza. Zasadni je dodrze-
ni preanalytické faze, dbat na spravnost odbéru. Urcujici je
také typ odebiraného materialu. Vyssi vypovédni a mnohdy
urcujici hodnotu ma vySetfeni invazivné odebraného vzor-
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ku. Tkan ziskand biopsii, nebo punkce z mista postizeni je
vhodnéjs$i nez odbér provedeny na tampony, proto tam, kde
tomu nebrani jiné okolnosti, nebo je to vzhledem ke stavu
pacienta zadouci, mél by byt takovyto odbér preferovan. Po-
kud je k dispozici vzorek tkané, je vhodné, mimo patologic-
ké vysetreni, ¢ast vzidy zaslat také na kultivaci!

Pti odbérech vzorkti primarné nesterilnich napt. sputum,
nebo mo¢, je nutno dbat na dodrzeni spravnosti odbéru.
Odbér sputa provadét rano nala¢no, pacient nesmi jist, pit,
koutit a vyplachovat si tsta vodou z vodovodu! (moznost
kontaminace vzorku podminéné patogennimi mykobak-
terii, ktera mohou byt ve vodé pritomna). CHOPN, pneu-
mokonioza - stavy s velmi ¢astou izolaci mykobakterii, roz-
hodnuti o adekvatni terapii je vZdy podminéno aktualnim
stavem pacienta a pritomnosti konkrétnich druht dle vyse
uvedeného vyznamu.

CF, Pneumokonioza, CHOPN
Akutni projevy, mirny prabéh

* Kolonizace

PomnoZeni, hypersenzitivita - pneumonitis —> Exacerbace?

* Infekce
Chronické projevy
CT+, RTG+, zmény, systémové priznaky
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Moznosti kumulativni interpretace kultiva¢niho zachytu mykobakterii a klinického nalezu

Klinicky + laboratorni nalez

Mimoplicni lokalizace

. e .
Pllcnl |Oka|lzace Kozni, lymfadenitida +H+ Opakovany masivni zachyt +H+ Tenosynovitida /HIV
Nespecifické, + Opakovany masivni zachyt 4 Kavitarni /HIV + Opakovany zachyt H Systémove,
o L. , - *4f- Jednordzovy zachyt + Organové infekce
bronchiektazie *+f- Opakovany zachyt ++ Systémové pfiznaky,
Jednorazovy zachyt +

$ $ Benefit AT vys3i, terapie nutna

Podpurna terapie, chirurgie

Benefit AT terpie nizky - diskutabilni Benefit AT vys3i - terapie nutna * zdvislost na izolovaném druhu a charakteru odebiraného materidlu, vyznamny je zédchyt

Sledovani stavu — opakovany odbér po delsi dobé ze vzorku tkané, méné stér!

e . . L Lo . i 1 Eatani]
Podpiirna terapie Nutno zvaZovat opakovanou expozici zdroji — epidemiologické Setieni!

* Zavislost na izolovaném druhu

+++ terapii nutno zahdjit

++ terapii je vhodné zahdjit, provést dodatecna vysetieni

+ terapii uvazit, zahdjit po vylouceni jiné etiologie

- terapie neni nutnd, sledovani pacienta, provést dalsi vysetfeni

Cilem sdéleni neni vycerpavajici prehled, ktery by pfi dané blematiku, ptipomenout zakladni doporuceni pro odbér
problematice vydal na samostatnou publikaci, také s ohle- materidlu a nastinit ur¢ité voditko k rozhodovani o osudu
dem na skute¢nost, Ze v soucasnosti je jiz nékolik velmi hod-  pacientti. Vyznamna vsak bude vzdy vzdjemna komunikace
notnych zahrani¢nich kompendii k dispozici. Snahou bylo a pomoc o$etfujiciho 1ékare a laboratore.

priblizit sou¢asné moznosti vysetfeni, oZivit zajem o pro-
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Moznosti diagnostiky chlamydiovych infekci
Romana Maskovd, Hana Bilkovd Frankovd, Jana Dolezilkova

V soucdasné dobé jsou chlamydiové infekce velmi diskutova-
nym tématem. Z tohoto divodu bychom Vas radi seznamili
s moznostmi jejich diagnostiky v nasich laboratorich.

Chlamydie patfi mezi nepohyblivé, intracelularni, gram
negativni bakterie. Jde o energetické parazity, ktefi jsou
metabolicky zavisli na hostitelské burce. Typicky je pro né
dvoufazovy vyvojovy cyklus, kdy infekéni, metabolicky ne-
aktivni elementdrni télisko ptilne k povrchu vnimavé bunky
anasledné je fagocytovano dovnitf bunky, kde se méni v ak-
tivni retikularni télisko, které se ddle mnozi. Zhruba po 48
az 72 hodinach dojde k prasknuti hostitelské bunky a rozse-
vu infek¢nich elementdrnich télisek do organismu.

Chlamydie se fadi do celedi Chlamydiaceae, rozeznavame
dva rody.

Rod Chlamydia s druhy Ch. trachomatis, Ch .muridarum a
Ch. suis a rod Chlamydophila s druhy Ch. pneumoniae, Ch.
psittaci, Ch. pecorum, Ch. abortus, Ch. caviae a Ch. felis.

Pro humdnni medicinu jsou klinicky vyznamné druhy
Chlamydia trachomatis postihujici urogenitalni trakt a oci,
Chlamydophila pneumoniae a psittaci, které maji afinitu
primarné k respira¢nimu traktu.

V posledni dobé je zkoumdn vztah chlamydii i k jinym za-
vaznym onemocnénim (reaktivni artritida, ateroskleroza,
onemocnéni CNS a dalsi).

Diagnostika Chlamydia sp.

Kromé ELISA metod, kdy vy$etfujeme protilatky proti dru-
hové specifickému antigenu (MOMP) nabizime i serologic-
kou metodu ELISA Chlamydien IgA, IgM a IgG, kde se
vysetiuji protilatky proti rodové specifickému LPS antigenu.

LPS je lipopolysacharid, spole¢ny pro v§echny chlamydie a
protilatky proti nému se vytvareji dfive nez protilatky proti
druhové specifickym MOMP. Tudiz tyto testy je nejlépe vy-
uzivat k diagnostice ranné infekce.

Nasledné, dle kliniky, doporu¢ujeme vyuziti nize uvedenych
souprav pro diagnostiku jednotlivych druhti chlamydii.

Diagnostika Chlamydia trachomatis
Pro diagnostiku akutnich infekci se doporuduje primy pri-
kaz antigenu

1. metodou Hybridizace DNA, genova sonda se provadi z
vytéri z cervixu, uretry, spojivkového vaku

2. metodou PCR, kdy prtikaz pritomnosti DNA provadi-
me z moci, vytéra, punktatt i jinych télnich tekutin

Pro detekci chronickych aktivnich onemocnéni (RA, infer-
tilita, zanéty panve) nebo diive nediagnostikovanych in-
fekei, kde jiz neni mozny primy prukaz infekéniho agens,
pak nabizime serologickou diagnostiku metodou ELISA
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pro priikaz protilatek ve tfidé IgA a IgG. Druhym krokem
pak je konfirma¢ni metoda Imunoblotu, ktera je zaloZena
na detekci protilatek proti jednotlivé separovanym, druhové
specifickym antigentim a slouzi ke konfirmaci serologicky
pozitivnich hladin. Provadi se opét ve tfidach IgA a IgG.

Pro chronicka onemocnéni je signifikantni detekce protila-
tek proti heat sock proteintim Hsp 60, Hsp 70.

Vyskyt protilatek proti Hsp 60 je ¢asto spojovan s infertili-
tou a potraty, vyskyt protilatek proti 57 kD pak s reaktivni
arthritidou.

Diagnostika Chlamydophila pneumoniae

Zde je hlavni vysetfovaci metodou serologické vysetfeni
ELISA, pro prikaz protilatek proti druhové specifickym
antigentm ve tfidé IgA, IgM, a IgG.

Ptitomnost protilatek ve tfidé IgM je typicka pro rannou fazi
infekce a pokud nejsou pritomny protilatky ve tfidé IgA a
IgG, muzZeme tento stav povazovat za primoinfekei.

IgA se vytvareji pozdéji, 1ze je povazovat za ukazatel aktivni
infekce, ¢asto i reinfekce.

U nékterych jedinct zustavaji dlouhodobé pozitivni, i kdyz
se nejedna o aktivni infekei ¢i reinfekei .

U protilatek tfidy IgG je samotna pozitivita bez znamek
onemocnéni povazovana za prodélanou infekci. Za zndmky
aktivni infekce miizeme povazovat bud ¢tyfndsobny vze-
stup protilatek IgG po 3 tydnech nebo v samotném odbéru
velmi vysoky index pozitivity. Dulezité je v$ak si uvédomit,
ze protilatky proti chlamydiim mohou dlouhodobé perzis-
tovat (mésice aZ roky) a nemusi znamenat aktivni infekei!!!

Obdobné jako u Chlamydia. trachomatis i zde u serologic-
ky pozitivnich vysledkt nabizime jako druhy diagnosticky
krok konfirmaci metodou Immunoblot ve tfidé IgA, IgM a
IgG.

IgA protilatky stanovené blotem mohou naznacovat chro-
nickou pneumonii, diskutovan je také vztah s rizikem srdec-
niho infarktu.

Protilatky proti antigentim 54kD, 35kD a Hsp 60 ¢asto pou-
kazuji na vysoké riziko ateriosklerozy.

Hsp 60 (Heat shock protein) je antigenem nespecifickym, ale
vyznamny pro rozpoznani chronickych stadii onemocnéni.

Diagnostika Chlamydophila psittaci

Jednd se o antropozoonoézu, v nasich podminkach pomérné
vzacnou, bud importovanou nebo profesni nakazu chovate-
1i exotického ptactva. Clovék se miize nakazit po vdechnuti
kontaminovaného prachu ptac¢im trusem. Nakaza podléha
hléseni.
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Provadime prtkaz protilitek ze séra metodou mikroimu-
nofluorescence (MIF) ve tfidach IgM, IgA, IgG. Vzdy je
potreba provést opakovany odbér za 2-3 tydny k posouzeni
dynamiky titri. V pripadé serologické pozitivity je mozno
provést konfirmaci blotem.

Zavér:
o vybrat vhodnou diagnostickou metodu

o u vyhodnocovani vech serologickych metod je nutné
vzdy posuzovat dynamiku a vysi stanovenych titrt

e  pri zvazovani terapie posuzovat laboratorni vysledky
v kontextu s klinickymi ptiznaky

4. pracovni konference zdravotnich laborant(i a zdravotnich sester

Miroslava Topinkova

V prednaskovém sale Domova sester Fakultni nemocnice
Ostrava se 30. fijna 2012 konala jiz 4. pracovni konference
zdravotnich laborant a zdravotnich sester. Znovu byl o akci
nebyvaly zajem, coZ potvrzuje i pocet Gi¢astniki - 130.

Prednésky byly rozdéleny do dvou blokii — aktualni proble-
matika mykobakterii a patogennich Escherichia coli. Byly
zde prezentovany zajimavé kazuistiky z pohledu klinickych
pracovist, Ustavu patologie Fakultni nemocnice, laboratoti
Zdravotniho tstavu a epidemiologti z Krajskych hygienic-
kych stanic Ostrava a Zlin.

Rada bych timto podékovala vsem prednasejicim za zajima-
vé a odborné vysoce cenné prispévky, pani naméstkyni Bc.
Marii Dobesové a vedouci laborantce Ustavu patologie

Mgr. Jané Vaculové za obrovskou podporu a spolupraci a
pracovnikim Zdravotniho tstavu za pomoc s organizaci.

Jsme velmi radi, Ze se konference stala velmi dobrou a Za-
danou tradici a ze Vas miZzeme pozvat na konferenci pristi,

které se uskute¢ni 29.5.2013.
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NABIDKA

ODBERY KRVE A BIOLOGICKEHO MATERIALU

WWWw.zZuova.cz

Tyto odbéry zajistuje na Zdravotnim Ustavu
se sidlem v Ostravé imunologicka a alergologicka ambulance.

Standardni doba pro laboratorni odbéry je rano od 6:30 - 8:00 hod.,
odbéry lze také provést v pribéhu ordinacni doby ambulance. Na odbéry
je mozné se predem telefonicky domluvit: 596 200 157, 596 200 145.
Odbéry se provadéji nalacno!

Vytéry pro pripravu autovakcin v utery 6:30 - 8:00 hod.

Ordinacni hodiny ambulance:

Pondéli  7:00 - 12:00
Utery 7:00 - 12:00
Streda 7:00 - 12:00
Ctvrtek  7:00 - 12:00
Patek 7:00 - 12:00

Kontaktni osoby:
MUDr. Vitézslav Novak
596 200 250, 157

vitezslav.novak@zuova.cz

13:00 - 14:30
13:00 - 14:30
13:00 - 14:30

MUDr. Tana Balnerova
596 200 230, 145

tana.balnerova@zuova.cz
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Rozpis sluzeb v dobé vanocnich svatku

Pracovisté Ostrava Pracovisté Havirov
22.12. 6:00-14:30 22.12. 6:00-14:30
23.12. 8:00-13:30 23.12. 6:00-14:00
24.12. 6:00-14:30 24.12. 7:00-11:30
25.12. 8:00-13:30 25.12. 6:00-14:30
26.12. 6:00-14:30 26.12. 7:00-11:30
27.12. 6:00-17:00 1.1. 7:00-11:30

28.12. 6:00-17:00
29.12. 6:00-14:30
30.12. 8:00-13:30
31.12. 6:00-17:00
1.1. 8:00-13:30

Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé

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

Redak¢ni rada:
Mgr. Hana Frankova Bilkova, RNDr. Ivo Lochman, Ing. Pavel Jur¢ik, MVDr. Romana Maskova

Tisk: Kartis + Co s.r.o., Naklad: 1 500 vytiski
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