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Uvodni slovo
Vazeni kolegové,

po delSi dobé vam opét pfinaSime nase noviny. Neni to tim, Ze bychom rezignovali na tiSténou formu predavani
informaci, ale vydani naseho obcasniku jsme prosté nestihli. DUvod je prosty — pfipravovali jsme nasi laboratorni
prirucku. Toto kolektivni dilo méa rozsah skoro 700 stran a nasi ambici je, aby se stala vasSim kazdodennim pr-
vodcem laboratofi.

Elektronizace stéle vice pronika do zdravotnictvi a nejedna se jen o vyuzivani po¢itacu pro vlastni praci. Labora-
tofe produkuji obrovské mnozstvi dat a bez pocitaci si naSi praci nedokazeme predstavit. Je jiz samoziejmosti
Sifrované preposilani vysledku z laboratofe do zdravotnickych zafizeni. Opacny tok dat, tj. ze zdravotnického za-
fizeni do laboratore — elektronickd Zzddanka - je v ambulantnim sektoru zcela vyjimecny.

Elektronicka zadanka, ktera je soucasti naSeho software Virtual Lab, je jednim z prvnich produktd tohoto typu na
zdravotnickém elektronickém trhu. Elektronicka zadanka pracuje nezavisle na vaSem |ékafském programu, ale
dokéze s nim spolupracovat tak, aby se prace s zadankou co nejvic zjednodusila. Vyuzitim tohoto produktu bu-
dete mit kompletné pod kontrolou vasi indukovanou péci, protoze veSkeré pozadavky se automaticky ukladaji.

Aplikace Virtual Lab poskytujeme pro Iékare a zdravotnicka zafizeni, ktera s nami spolupracuji, zdarma a to vcet-
né poradenstvi a technické podpory. DalSi pfidanou hodnotou této aplikace je to, Ze obsahuje kompletni labora-
torni pfirucku.

DalSi velkou novinkou, kterou nabizime naSim spolupracujicim lékafim, je spoluprace s dodavatelem zdravotnic-
kého materialu — DISTRIMED. Tato spole¢nost poskytne vyznamnou slevu vSem zdravotnickym zafizenim, ktera
spolupracuji s nasi laboratofi.

Vazeni kolegové, za cely kolektiv laboratofe SPADIA LAB vam prejeme krasné proziti vanoénich svatku, pevné

zdravi a hodné Uspéchu v préaci i v soukromém zivoté v roce 2012.

Za cely kolektiv SPADIA LAB
Martin Radina

Molekuldarné genetickd diagnostika HBV a HCV

Zagorovd H., laboratoF molekuldrni biologie

Oddéleni molekularni biologie rozsifilo nova vySetfeni
z oblasti extrahumanniho genomu. K soucasnym vy-
Setfenim na pfitomnost genomu Chlamydia trachomatis
a HPV HR pribydou virové hepatitidy B a C. Nové zava-
déné metody prispéji k zlepSeni diagnostiky virovych
hepatitid a moznosti sledovani Uc€innosti protivirové
l[é¢by. HBV a HCV jsou nemoci nevylécitelné, ale Ize je
kontrolovat a dosahnout tak suprese replikace viru.
Virus hepatitidy B (HBV)

HBV je fazen do Celedi Hepadnaviridae do rodu Ortho-
hepadnavirus. Jde o DNA virus, ktery ma vyrazny tro-
pismus k jaternim bufikam a tendenci perzistovat
v organismu a navozovat vznik chronické hepatitidy,
nemoci z imunokomplexd, jaterni cirhézy a hetocelular-
niho karcinomu.

Hlavnim zdrojem nakazy je krev a sekrety (matefské
mléko, sliny, sperma). | pfes preventivni opatfeni, mezi
které patfi i zavedeni ploSného ockovani, je stéle one-
mocnéni HBV celospole¢enskym problémem. Infekce
se v soucasné dobé Sifi hlavné heterosexualnim a ho-
mosexualnim stykem, kontaminovanymi jehlami mezi
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osobami zavislymi na intraven6zné aplikovanych dro-
géch a perinatalnim, vzacné i transplacentarnim pfeno-
sem z matky na plod. Profesionalni infekce ohrozuje
zdravotniky, zaméstnance laboratofi a hemodialyzac-
nich jednotek.

Pro laboratorni prikaz HBV infekce je stéZejni sérolo-
gicka vySetfeni, kdy jsou v séru zjistovany HBV-
asociované antigeny HBs a HBe a protilatky proti HBs,
HBe a HBc, které provadi oddéleni imunologie nasi
laboratore.

Oddéleni molekularni biologie zavedlo metodu stano-
veni DNA (deoxynukleova kyselina) HBV pomoci poly-
merazové fetézové reakce (PCR). VysSetfeni je kvanti-
tativni, Cili umozZznuje urcit virovou néloz (Grovern replika-
ce viru). Hodnoty jsou udavany v IU/ml. Materialem je
sérum, které se 1 den uchovava pfi 2-8C, déle pfi -20°
C. Ucel vy3etieni HBV DNA: konfirmace sérologickych
nalezu, rozliSeni faze onemocnéni, urceni rizika rozvo-
je jaterni cirh6zy a HCC, uc¢innost terapie.

... pokracovani na str. 2
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... pokracovani ze str. 1

Virus hepatitidy C (HCV)

HCV je obaleny +RNA virus. Virus hepatitidy C se déli
do 1-6 typG. V Evropé jsou nejcastéjsi tyto typy: 1a, 1b,
2a, 2b a 3a. Hlavnimi cestami Sifeni HCV infekce jsou:
prenos krevnimi derivaty , intravendzni uzivatelé drog,
sexualni kontakt s osobou HCV pozitivni, perinatalni
prenos (velmi vzacny). ZvySenému nebezpeéi nakazy
je vystaven zdravotnicky personal, pracovnici laborato-
fe a hemodialyzovani pacienti. Virus hepatitidy C nevy-
tvafi protektivni imunitu, moznost reinfekci HCV. Tvor-
ba virus-neutralizacnich protilatek je slaba. Pasivni ani
aktivni imunoprofylaxe neni.

Klinické projevy infekce byvaji mirné a ¢asto probiha
infekce inaparentné. U vétSiny infikovanych osob one-
mocnéni progreduje jako chronicka aktivni hepatitida po
fadu let s c¢astym vyUsténim do jaterni cirhdzy
s vysokym rizikem vzniku HCC.

Laboratorni priilkaz HCV se opira o sérologickou detek-
ci anti-HCV protilatek. Protilatky jsou markerem expozi-
ce, prokazatelné jsou nejdfive za 4-6 tydnu. (Zkraceni
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diagnostického okna Ize dosahnout stanovenim virové-
ho antigenu HCV.)

V nasi laboratofi stanovujeme molekularné genetickou
metodu HCV RNA. Principem testu je pfepis RNA do
DNA a nasledujici amplifikace a detekce (PCR reak-
ce). VySetfeni je kvantitativni, udavana jednotka je 1U/
ml. Materialem je sérum, které se mdze uchovat 1 den
pfi teploté 2-8C, v pfipadé delSiho skladovani pfi
-20C. Standardni detek ¢ni limit je citlivost 50 1U/ml
HCV RNA a méné. Indikace k vySetfeni HCV RNA:
osoby HCV pozitivni, osoby s nevysvétlitelnou jaterni
chorobou, které jsou anti-HCV negativni a lze je pova-
Zovat za imunokompromitované, stanoveni virémie
pfed zahajenim protivirové [éEby a sledovani Ucinnosti
terapie, zkraceni diagnostického okna. HCV RNA je
mozno detekovat jiZ po 5-10 dnech od expozice.

U osob RNA HCV pozitivnich je-li zvazovana terapie,
by mél byt uréen genotyp HCV, u jednotlivych genotypl
je jina délka terapie a pravdépodobnost vylé¢eni HCV
infekce.

end

Vysetieni HPV HR z cervikdlnich stérU metodou RT-PCR

Martinek J., Kutéjovd K., laboratoi imunologie a sérologie

UvoD

V laboratofi Imunologie a sérologie doslo k vyméné tes-
tu pro posouzeni schopnosti organismu fagocytovat.
Ceské fa Exbio zalozeném na stejném principu méreni
a vyhodnoceni fagocytézy.

FAGOCYTOZA

Fagocytoza je schopnost specializovanych bunék imu-
nitniho systému vyhledat, pohltit, usmrtit a rozlozit mi-
kroorganismy, starnouci bunky a dalSi endogenni mate-
rial. Fagocytdza je soucasti jak nespecifické tak i speci-
fické imunity ¢lovéka. Zakladnimi bunkami tvofici efek-
torovou ¢ast fagocytosy jsou polymorfonuklearni ne-
utrofilni &i eosinofilni leukocyty/ granulocyty/, makrofagy
a dendritické buriky. Samotny proces fagocytézy ma
orientacné nékolik fazi. Prvni faze je adherence na en-
dotel a aktivace fagocytd, kterou vyvola napfiklad ma-
lignita, infekce ¢i jina imunopatologie a odehrava se v
cévach. Druhou fazi, kterd nasleduje, je prostup aktivo-
vanych fagocytt endotelovou vystelkou a diapedesa do
tkani. Nasleduje pohlceni ¢astic vétSich nez 0,5 mikro-
metrt fagocytem neboli ingesce. Poté dochazi k rozkla-
du pohlcené castice uvnitf fagolysozomu za vniku silné
kyselého prostfedi hydrolasami, myeloperoxidasou,
defenziny a serinovymi proteinasami, lysozymem, lakto-
ferinem, kolagenasou, gelatinasou, elastasami a dalSi-
mi.

Granulocyty usmrcuji mikroorganismy dvéma zpusoby
— mechanismy na kysliku zavislé - tvorba biologicky
aktivnich kyslikovych mediatort, napf. NADPH oxidaso-
vy komplex katalyzujici reakci za vzniku superoxidové-
ho aniontu, ze kterého se tvofi dalSi kyslikové produkty
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jako napf. peroxid vodiku, ze kterého se uvolfiuje pak
za plsobeni myeloperoxidasy kyselina chlornd, single-
tovy kyslik a chloraminy, dale hydroxylovy radikal jenz
napada vSechny makromolekuly, véetné DNA. Tyto
produkty kyslikovych radikalt se dostavaji i mimo fago-
cyty a zpusobuji ¢asto destrukce vlastnich tkani v mis-
té zanétu. Tyto reakce jsou spojeny s prudkym vzestu-
pem spotieby kysliku ve fagocytujici bunce, cozZ je na-
zyvano oxidativnim vzplanutim

- mechanismy na kysliku nezavislé — biologicky aktivni
latky cytoplasmatickych granuli. Patfi sem napf. bakte-
ricidni permeabilitu zvySujici protein = BPI, metalopro-
teinasy a serinové proteinasy a take defenziny, nazyva-
né téz ZivociSnymi antibiotiky.

PORUCHY FAGOCYZOzY

Fagocytosa je nejvyznamnéjSi soucast prirozené imuni-
ty proti mikroorganismdm a jeji hlubSi porucha je pfici-
nou tézkych onemocnéni, které nelécené vedou az ke
smrti Clovéka. NejcastéjSimi klinickymi projevy jsou
infekce kGize s abscesy, infekce sliznic, hepatomegalie
a jaterni abscesy, osteomyelitis, bronchopneumonie,
septikemie zplUsobené bakteriemi- zejména staphylo-
koky a G- bakteriemi, a mikromycety ( plisné Asper-
gilus, kvasinky ). Dialyza, l1é¢ba rdstovymi faktory, sep-
se, toxické latky také vyznamné ovliviiuji fagocytosu.
Poruchy fagocytosy jsou nejéastéji sekundarni, zpuso-
bené Sirokou Skalou faktori vnéjSiho prostredi, vlivem
terapeutickych zasahu a jinych chronickych onemocné-
ni zejména se snizenim poctu &i funkce leukocytd.

... pokrac¢ovani na str. 3
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Vrozené poruchy fagocytosy jsou sporadické s inci-
denci 1:100 000 az 1:1 000 000 novorozencu. Jedna se
vSak o velmi téZké poruchy s bakterialnimi a mykoticky-
mi onemocnénimi, které ohroZuji pacienty a bez léchy
jsou smrtelné. Vrozené poruchy se dale déli na poruchy
poctu granulocytl a poruchy jejich funkce.

Poruchy poctu fagocytarnich bunék:

* Nejtéz3i je retikularni dysgenese s agranulocyto-
sou,lymfopenii a hypoplasii thymu. Jiz prvni dny a
tydny po narozeni se vyskytuji tézké zivot ohrozujici
infekce.

» Tézka kongenitalni neutropenie (Kostmandv syn-
drom) - zrani leukocytl je u téchto déti ukonéeno ma-
ximalné na Urovni myelocytu, u nékterych déti se pak
vyvine az myeloidni leukemie. Lééba G-CSF byva
uspésna.

e Cyklicka neutropenie se projevuje jako cyklické sni-
Zovani ve tvorbé a vyzravani neutrofill a v téchto
fazich jsou déti ohrozeny tézkymi infekcemi. Objevu-
je se do 10 let Zivota.

Poruchy funkce fagocytujicich bunék:

Zasahuji rizné faze fagocytosy, od aktivace a adheren-

ce az po nitrobunécny rozklad

ve fagolysozomech.

» Porucha adhese, kdyZ leukocyty nejsou schopny
pevné prilnout k endotelu a pak prostupovat do tkani,
je znama pod nazvem LAD 1 syndrom ( Leukocyte
Adhesion Deficiency). Déti maji pyodermie, tézké
bakterialni infekce i vysokou neutrofilii a vétSina umi-
ra do 5ti let Zivota.

e Poruchy chemotaxe jsou CastéjSi, avSak pro sloZitost
chemotaxe diagnosticky velmi obtizné stanovitelne.
Poruchy ingesce jsou zplUsobeny nedostatkem opso-
nind

e Poruchy tvorby granuli — Chediak — Higashi syndrom
- je zplisoben mutaci genu kédujiciho protein regulu-
jici lysosomalni transport, vznikaji velka nefunkéni
granula. Je vzacny.

» Porucha myeloperoxidasy je relativné ¢asta — 1:4000,
ale vétSina nemocnych ma jen casté kvasinkové Gi
aspergilové infekce.
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* Poruchy v komplexu NADPH oxidasy s nedostatec-
nou tvorbou superoxidového anionu— chronicka gra-
nulomatosni choroba - s incidenci 1: 200 000 az 1:
450 000 déti, nemocni jsou ohrozeni infekcemi a
akumulaci leukocytd s tvorbou granulomu v orga-
nech. Nemocni jsou diagnostikovani ¢asto do dvou
let po narozeni s lymfadenitididami, koznimi abscesy
i jaternimi abscesy, hepatomegalii a pneumoniemi,
sepsi, zpusobené zvlasté stafylokoky, gramnegativ-
nimi enterobakteriemi a plisnémi, zejména aspergi-
lem a candidou. Pfi¢inou je geneticka porucha, rece-
sivni dédi¢nost vazana na X chromosom.

LABORATORNI VYSET RENi FAGOCYTOZY:
Zakladnim vySetfenim fagocytosy je vySetfeni diferen-
cialniho krevniho obrazu s poétem neutrofilnich granu-
locytd. Vyrazné snizeni jejich hodnot, opakované, ¢as-
to pfi jinych onemocnénich, jednoznaéné opravnuje k
diagnose poruchy fagocytosy.

Princip testu:
Novy test firmy EXBIO je zaloZzen na méfeni respiracni-

ho (oxida¢niho) vzplanuti granulocytl po jejich stimula-
ci inaktivovanymi bakteriemi E. coli. Po ingesci bakterii
je ve fagocytech aktivovana NADPH-oxidasa, ktera
spusti respiracni (oxida¢ni) vzplanuti. Vznikajici reak-
tivni meziprodukty uvnitf fagocytd oxiduji dihydrorho-
damin 123 (DHR123) na fluorescenéni produkt rho-
damin 123, ktery je detekovan pratokovym cytometrem.
Pozitivni kontrolu predstavuje vzorek, ktery je inkubo-
van s PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate), ktery
spusti respira¢ni vzplanuti i bez adheze a ingesce pa-
togenu granulocytem.

Ocekavané hodnoty:

Normalni hodnoty fagocytarni aktivity granulocytd byly
stanoveny na Cerstvych vzorcich periferni krve 50 zdra-
vych jedincd.

80-100 %
> 30

Poéet fagocytujicich granulocyt  :
Stimula éni index granulocyt G :

Pozn.: JIZ SE NEURCUJE % FAGOCYTUJICICH
MONOCYTU ! end

Kvantitativni stanoveni lidského epididymailniho proteinu (HE4) v séru nebo plazmé

Mindr J., laboratof biochemie

Marker HE4 je dulezity pro ¢asnou detekci zhoubnych nadort
vaje¢nikll s vysokou senzitivitou a specifinosti. Imunoche-
mické stanoveni se pouziva jako pomuicka pfi monitorovani
navratu nebo progrese onemocnéni pacientek s epitelialnim
karcinomem ovarii.

» Jako samostatné pouzity onkologicky marker ma nejvyssi
senzitivitu (pfi specifi€nosti 75 %) pro detekci nadora vajecéni-
kl, zvlasté pak v prvnim, asymptomatickém stadiu onemoc-
néni.

» Podle nékterych studii, HE4 dosahuje az o 17 % vyssi citli-
vosti v rannych fazich karcinomu ovarii v porovnani s CA125.
e ZvySené hladiny HE4, doprovazené normalnimi hladinami
CA125, mohou nasvédc¢ovat pritomnosti tkariové hyperplazie

+420 599 524 800 | info@spadia.cz | SPADIA LAB, a.s.

v oblasti vaje¢nikl, coz poméaha odliSit zeny s karcinomem od
Zen zdravych, anebo s benignim onemocnénim

» Kombinace stanoveni HE4 spolu s CA125 slouzi ke stano-
veni rizika vyskytu epitelialniho karcinomu vaje¢nikd u paci-
entek pred i po menopauze (Pl — prediktivni index, ROMA
algoritmus). Monitoring pribé&hu choroby u pacientek s ovari-
alnim karcinomem.

« Je vhodné pouzit HE4 ke sledovani prabéhu choroby u Zen
s ovarialnim karcinomem, progrese onemocnéni, sledovani
ucinnosti terapie, ¢i navratu onemocnéni.

» O¢ekavané hodnoty u zdravych zen < 140 pmol/l pro stano-
veni metodou Roche

Vice informaci naleznete napr. na
www.roche-diagnostics.cz/prolekare/ end
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Terapeutické monitorovani hladin 1é  €iv
Loucka P., oddéleni instrumentalnich metod

Uvedena tabulka obsahuje souhrn vySetfeni hladin IéCiv, ktera
jsou provadéna v laboratofi biochemie na Oddéleni instru-
mentalnich metod (OIM). Tabulka obsahuje informace o refe-
renénich mezich pro jednotliva vySetfeni, o jednotkach, meto-
dach méreni a frekvenci méfeni v rutinnim provozu. Dulezitou
soucasti celého analytického procesu je spravné provedeny
odbér biologického materidlu (spravné misto a ¢as odbéru,
spravny typ odbérové zkumavky a spravné zachazeni se
vzorkem pfi skladovani a transportu). V tabulce jsou uvedeny
informace o typu a minimalnim mnoZstvi biologického materi-
alu pozadovaného pro jednotliva vySetfeni. V ramci terapeu-
tického monitorovani hladin 1é¢iv (TDM) je obecné doporuco-
vano provadét odbér pfed podanim ranni davky léku, tzn.
v bodé nejmensi variability sérové koncentrace. Specifické
¢asy odbéru jsou doporu¢ovany pro monitorovani hladin anti-
biotik. Pro ucely TDM byla vytvofena zvlastni zaddanka, do
které je nutno vpisovat i dalSi informace napomahajici sprav-
né interpretaci namérenych hladin 1é¢iv (hmotnost a vySku
pacienta, davkovani monitorovaného léciva, pfesny ¢as odbé-
ru, presny ¢as podani posledni davky, dalSi uzivané léky,
atd.). Zadanka je ke stazeni na http://spadia.cz/download/
spadia-zadanka-stanoveni-hladin-leciv.pdf.

Podrobngjsi informace o vySetfovanych parametrech jsou
uvedeny v laboratorni pfiru¢ce, kterda je dostupna
v elektronické podobé na https://virtuallab.medivis.cz/.

Diagnosticka laborato F
SPADIA Lab, a. s.
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Biologicky Minimalni mnoz- Frekvence v
Nézev vysetfeni Referenéni meze Jednotky gicky stvi biolog. materi- Metoda -
material alu rutiné
Antibiotika
(Pfi prvni kontrole o ot O d
dop. standardné 2 E)re::;?il;(léag.l .80141 52
odbéry: 15 minut Gentamicin ) pg apI’i)k 5.3 denn mg! sérum 200 pl EMIT denng
pred aplikaci a 30 I )
minut po ukonden a pfirenal. insuf. 4 - 8
infuze/60 minut po
i.m. aplikaci. Dalsi
kontroly podle vy- . pred aplikaci: 10 - 15 a x
sledkd a kiin. stavu.) Vankomycin po aplikaci: 20 - 40 mgll sérum 200 pl EMIT denné
Primidon 5-15 mg/l serum 200 pl HPLC denné
Phenobarbital 15 - 35 mg/l sérum 200 pl HPLC denné
Fenytoin 5-20 mg/l sérum 200 pl HPLC denné
Etosuximid 40 - 100 mg/l serum 200 pl HPLC denné
Antiepilsptika ﬁysi;valprom{a 52 — 120 mg;: sgrum ggg u: HI;II/_\C gennia
(odbér pred uzitim arbamazepin - mg sérum y enné
ranni davky, popr. Karbamazepin-epoxid 05-30 mg/l sérum 200 pl HPLC denné
jesté 2 hodiny po -
uzit) Clonazepam 11-60 g/l sérum 1ml HPLC do 2. dne
Lamotrigin 2-10 mg/l sérum 200 pl HPLC denné
Levetiracetam 1 (pfed) pred aplikaci: 3 - 34 .
Levetiracetam 2 (po) po aplikaci: 10 - 63 mg/ serum Zal AL doZ
. Digoxin 06-1.2 ng/ml serum 200 pl EIA denné
paltltinal o Amiodaron 07-2.0 gl Sénum 200 4l HPLC denng
(odbér pred uzitim
ranni davky) Desethylamiodaron 07-20 mg/l sérum 200 pl HPLC denné
Antiastmatika
(odbér pred uzitim Theophyllin 10-20 mg/l serum 200 pl HPLC denné
ranni davky)
Psychofarmaka Lithium 05-12 nmol/l sérum 150 pl potenciometrie denné
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