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EDITORIAL

Vidzeni ¢tendri,

zdkefny vir se bohuzel stdle stavi mezi nds, nase rodice,
prarodice a ohroZené skupiny. Je mezi ndmi hodné téch, ktefi
COVID-19 prodélali, dokonce i vicekrdt. Nékteri témér bez
priznaki, jini s vétsimi ¢i mensimi komplikacemi. Dalsi, casto
prestoZe to nikdo necekal a méli Zivot jesté pred sebou, jiz
nejsou mezi ndmi. Upfimnou soustrast vSem, kdo je zasazen

ztrdatou.

Také se jako ja ptdte, jak je to mozné? Vyrostla jsem v dobé
teroristické vitoky. Predstava, Ze svét vietné nasi malé
bezpecné kotliny zasdhla epidemie, se zddla vycichlym
sci-fi tématem. Uspdni dlouhodobou stabilitou jsme nyni
celosvétovou pohromou vykolejeni. Onemocnéni neni

stdle prozkoumané, informace se sklddaji do obrazu

velice postupné jako ndrocnd mozaika. Mezi mnohymi
stripky doporucuji zajimavy ¢lanek MUDr. Viadimira
Malce, Ph.D. (Onkologickd klinika SZU, Nemocnica

L. Pasteura, Bdnskd Bystrica), ktery rozviji hypotézu

o genetické predispozici k zavaznému priibéhu onemocnéni

v populaci italské Lombardie a ve Spanélsku.

Diabetici patti do ohrozené COVID-19 skupiny, a to zejména
v pripadé, Ze jejich cukrovka neni zcela pod kontrolou.

kdy jindy. Pokud dojde k pozdrzeni adekvdtni terapie kviili
odloZenti ¢i vynechdni pravidelnych kontrol u lékate (coz je
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Dékujeme za prizen
v tomto roce

a do nového roku

-

piejeme predevsim
hodné zdravi Vam /

i Vasim blizkym!

v ,dobé covidové® nasnadé), miiZe to pacienta dramaticky
poskodit. Pravé zde je misto pro jedinecny a nenahraditelny
marker — HbA . Lze jesté néco dodat ke stanoventi glykovaného
hemoglobinu? Ano! Toto ¢islo casopisu je vénovino klinické
hodnoté stanoveni HbA . a rovnéz prehledu dostupnych metod

a zkusenosti s nimi.

V dobé pandemie nartistd i polet a zdvaznost
kardiovaskuldrnich onemocnéni. To je celkem pochopitelné.
Dovedu si predstavit, Ze poctivy kardiak je poslusny

natizeni vlady, nikam nechodi a uz viibec ne po zdravotnich
prochdzkdch! K Iékati na kontrolu radéji také ne - ,,jesté bych
tam néco chytil!". Jak dlouho to ale takto vydrzi? Velice mne
proto nadchl clanek MUDry. A. Novdka o jeho zkusenostech

s NT-pro BNB spattuje totiz urcitou analogii mezi vySetfenim
NT-pro BNP a HbA,.. Své poznatky ilustruje na kazuistikdch
ptimo ze Zivota.

Mdme zimu. KaZdy, kdo kychne ¢i zakasle, je hned suspektni,
a i kdyz vyskyt respiracnich onemocnéni a chtipky neni
asi na urovni predchozich let, je kazdé zvyseni teploty
zkoumdno pod drobnohledem. A protoZe klinické znaky jsou
u COVID-19 velice podobné jako u chtipky, urcité
uvitdte rozsiteni nabidky Roche testil o diferencidlni

J diagnostiku, které rovnéz zmirnujeme v nasem

— ‘ = casopisu.

Tento rok je neobvykly i pro Labor Aktuell -
okolnosti vedly ke spojeni vyddni ¢isla 3 a 4.
Predkldddm Vam timto posledni letosni (dvoj)

¢islo naplnéné aktualitami k prasknuti.
Pteji Vam nejenom za sebe
a redakci asopisu, ale i za celou
‘ nasi spolecnost hodné chuti

do Zivota, nadseni, radosti

a hodné pohody se svymi
blizkymi - byt nyni i jen

po telefonu. A to nejen po Cas

<

svdtkii, ale i v nadchdzejicim

‘ \ roce 2021!

Katefina Mdlkovd
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Jak ddle v diagnostice sepse?

V uplynulych letech byla publikovana cela
rada origindlnich praci a prehledovych re-
view o biomarkerech sepse."? Zavér je jed-
noznacny - v soucasnosti nemame dosta-
te¢né senzitivni a specificky parametr pro
infekéni zanét. Pritom ale transkripto-
mické studie prokazaly, Ze genova exprese
uinfekéniho a neinfek¢niho zanétu je roz-
dilna.** V ¢em je tedy problém? Je to ak-
tudlni dostupnost parametrti, které jsme
schopni méfit v plazmé nebo séru a které
by mély byt specifické jen pro infekéni za-
nét. Tato dostupnost je mimo jiné urcena
technologiemi, které pfi stanoveni téchto

biomarkert pouzivame.

Jakd je soucasna situace v diagnostice
sepse? Pti diagnostice sepse uplatiiujeme
dva pristupy, které se navzdjem dopliu-
ji. Ten prvni provadi detekci biomarkert
spojenych se zanétlivou reakci organismu
na infekci, ten druhy pfimou diagnosti-

ku infek¢niho agens. V obou pripadech

A Makrofag uvolnujici cytokiny

nardzime na fadu problémut. V prvnim
pripadé nemame dosud k dispozici pa-
rametr, ktery by byl specificky pro in-
fekeni etiologii. Sepse je definovana jako
nepfiméfend imunitni reakce na infekci.
Co by tedy mély ukazovat biomarkery
sepse? Mély by definovat nebo interpre-
tovat tuto nepfiméfenou imunitni re-
akeci. Jakd je realita, resp. naSe soucasné
moznosti? Jsme schopni zjistit a méfit
zanétlivou aktivitu organismu, kde nej-
vice pouzivanymi a méfenymi markery
sepse v klinické praxi jsou prokalcitonin
a C-reaktivni protein.>® Pomoci téchto
parametril stanovujeme a méfime inten-
zitu zanétlivé odpovédi, kterd ale neni
specificka jen pro infek¢ni etiologii. Cela
fada neinfekénich onemocnéni je spoje-
na s elevaci téchto biomarkerti. Autoimu-
nitni, kardiologickd onemocnéni, ale
i iatrogenni ptisobeni, jako jsou opera¢ni
zakroky nebo imunoterapie, jsou asocio-
vana se zvySenim téchto parametra.”’
Stanoveni prokalcitoninu a C-reaktivni-
ho proteinu patfi dnes ke zlatému stan-
dardu v diagnostice sepse, ale u zddného
z nich neni senzitivita a specificita dosta-
te¢nd. Stéle se pohybuje mezi 70 a 85 %,
coz znamend, ze kazdy paty vzorek je
falesné pozitivni nebo faleSné negativ-

ni. Z dalsich uzite¢nych parametri je to

stanoveni IL-6. Interleukin-6 predstavuje
jeden z nejdulezitéjsich prozanétlivych
cytokind se $irokou skalou ucinku jak za
fyziologickych, tak patologickych podmi-
nek."” V diagnostice kriticky nemocnych
jej vyuzivame pro rozliSeni infek¢ni a ne-
infek¢ni etiologie syndromu systémové
zanétlivé odpovédi, nebo pro méfeni in-
tenzity prozanétlivé aktivity a k predikci
klinického vysledku.'>> Moznost jeho
méfeni ve statimovém rezimu je dilezi-
tym predpokladem jeho $irokého pouziti

v klinické praxi.

Druhym nedilnym pfistupem je diagnos-
tika infek¢niho agens pomoci mikrobio-
logickych klasickych kultiva¢nich nebo
molekularné biologickych metod. Pres-
toze indikace antibiotické terapie béhem
prvni hodiny onemocnéni jiz neni abso-
lutné spojovana s klinickym prabéhem
a mortalitou onemocnéni, véasné nasa-
zeni antibiotik stale ztstava prioritou."
V ptipadé ptimého pritkazu infek¢niho
agens nam soucasné mikrobiologické vy-
$etfovaci metody podstatnym zptisobem
zkratily ¢as nezbytny k diagnostice, ale
stale ne v dostate¢né mife. A jsou zde dal-
§i limity — detekce anaerobnich bakteri,
$patné kultivovatelnych infekénich agens
aj. Metody molekularni biologie dokazou
ve velmi kratkém ¢asovém intervalu zjis-
tit pfitomnost infekénich agens, ale jsou
zde jind omezeni, napf. nemoznost stano-

veni citlivosti na antibiotika.

Dostupnost a senzitivita metod

U sepse stéle plati a bude platit, Ze rychlost
jeji diagnostiky hraje zasadni roli pro kli-
nicky vysledek. Vysetfovani biomarkera
sepse musi byt dostupné 24 hodin denné
ve statimovém rezimu. Pokud se podiva-
me na technologie, které v souc¢asnosti vy-
uzivame pro jejich detekei, jedna se o tur-
bidimetrii nebo nefelometrii, poptipadé
imunostanoveni. Miizeme konstatovat, Ze
za poslednich 20 let nebyl objeven zadny
novy parametr, jehoz stanoveni by pfines-

lo zasadni pokrok pti diagnostice sepse.

KLINICKA HODNOTA DIAGNOSTIKY

Nové moznosti ndm ale nabizi vyuzZiti
metod molekularni biologie — konkrétné
proteomiky, se stanovenim parametrd,
které nejsou detekovatelné aktualné pou-
zivanymi metodami. Tyto nové nalezené
markery mtzeme méfit metodou hmot-
nostni spektrometrie, s relativné nizkymi
provoznimi naklady. Prikladem muze byt

stanoveni kyseliny arachidonové.**

Nevyuzivdni imunologickych
parametrii pri diagnostice sepse

Je to paradox. Ackoli je sepse definovana
jako nepfiméfena reakce imunitniho sys-
tému na infekci, vyuziti imunologickych
parametrt v klinické praxi je minimadlni.
Pritom studie opakované prokazaly, Ze
tyto parametry jsou dtlezité a uzite¢né
jednak pfi stanoveni diagndzy sepse, jed-
nak pro prognézu pacienta.”” Dysfunkci
imunitni odpovédi u sepse vidime v ase,
a to jak v humoralni (protilatkové), tak
bunikami zprostfedkované imunité.'*!”
Vyslednym funkénim stavem je imu-

nosuprese (obr. 1). Laboratorni nélezy

Prozanétliva
odpovéd

U téchto pacientd mtiZeme navic vyuzit
cilenou substitu¢ni terapii intravendzni-
mi imunoglobuliny."*'* Stanoveni kon-
centrace imunoglobulini v séru je velmi
jednoduché a dostupné s obdrzenim vy-
sledku v fadu desitek minut od odbéru.
Exprese CD64 na neutrofilech je velmi
uzite¢nym a specifickym parametrem pro

stanoveni diagndzy sepse,***!

s vyuzitim
technologie prutokové cytometrie. Sta-
noveni exprese HLA-DR na monocytech
je parametrem tzv. imunoparalyzy a jeho
vyznam pro prognozu pacienta byl opa-
kované prokdzan.*** Také zde mlizeme
v nékterych pripadech pouzit podpiirnou
imunomodulaéni terapii.*** Limitem je
pouzivana technologie prutokové cyto-
metrie, kterd neni dostupna pod dobu
24 hodin.

Uspésna a véasna diagnostika sepse ma
své konsekvence i v terapeutické casti.
Krom¢ jiz zmifiovaného ptiznivého vlivu
véasného nasazeni antibiotické terapie
mame sice omezené, ale prece jen urci-
té moznosti ovliviyjici dysfunkci imu-

nitniho systému.?*” Uplynulych 30 let

Protizanétliva
odpovéd

v

A Obr. ¢. I: Dynamika systémové zdanétlivé odpovédi s vyslednou imunosupresi

mohou byt velmi rtiznorodé. U casti pa-
cientl dochdzi k vyznamné zvysené proti-
latkové odpovédi v disledku infekce, kde
koncentrace imunoglobulini v séru je vy-
soka. Naproti tomu u nezanedbatelného
poctu pacientt detekujeme hypogama-
globulinemii, ktera je prediktivnim fak-

torem nepfiznivého klinického vysledku.

sice vedlo k ur¢ité deziluzi stran imuno-
modula¢ni terapie sepse, ale pravé nové
moznosti ,,omicsovych® technologii maji
potencial stratifikovat pacienty se sepsi
podle jejich individudlné nastavenych
parametrd imunitni odpovédi k infekci,
coz povede k uspésné imunomodulaéni

terapii.”®
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Souhrn

Zlepseni diagnostiky sepse ndm pfinese
i) vyuziti proteomiky k detekci novych

parametri, které nejsme schopni méfit

KLINICKA HODNOTA DIAGNOSTIKY

aktualné pouzivanymi technologiemi,
ii) vyuziti hmotnostni spektromet-
rie k jejich kvantitativnimu stanoveni.
Dusledkem véasné a spolehlivé dia-

gnostiky sepse bude racionalni pouziti

imunomodula¢ni terapie. Rovnéz v této
oblasti je nezbytnym predpokladem vy-
uziti ,omicsovych® technologii a apli-

kace personalizované mediciny.

doc. MUDr. Miroslav Pricha, Ph.D.

Oddéleni klinické biochemie, hematologie a imunologie, Nemocnice Na Homolce, Praha
Kontakt: miroslav.prucha@homolka.cz
Pracuje jako klinicky imunolog na Oddéleni klinické biochemie, hematologie a imunologie v Nemocnici Na Homolce.
»Sepse se mi stala osudem...“ Prakticky celou svou profesiondlni kariéru se vénuje problematice sepse — jeji diagnostice

a imunomodulaéni terapii. Spolupracoval a spolupracuje s klinikami anesteziologie a intenzivni pée v Ceské republice,

v Némecku, na Slovensku. Kromé toho se vénuje pacienttim s vrozenymi a ziskanymi imunodeficity, vaskulitidami velkych
cév, autoimunitnimi onemocnénimi - napt. IgG4 asociovanymi chorobami.
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Soucasné moznosti 1écby srde¢niho selhani, at uz farmakologické (sacubitril/valsar-
tan, glifloziny, ivabradin a dalsi), nebo pristrojové (biventrikularni stimulace, defibri-
lator, srde¢ni podpory - HeartMate I1I), dokaZou vyznamné zlep$it prognézu pacienta.
Praktik, internista a kardiolog i dalsi 1ékafi potfebuji ohodnotit funk¢ni stav pacienta
se srdecnim selhanim jednoduchym biochemickym parametrem, dostupnym even-
tualné i pro okamzitou ,,bedside” diagnostiku - podobné jako nefrolog ma k dispozici
hodnotu kreatininu. Biochemicky marker, ktery by jak lékarovu, tak i pacientovu sna-
hu o optimalizaci 1é¢ebného postupu jednoduse ¢iselné ohodnotil, ,,oznamkoval jako
ve $kole“. Motivace je nezbytna. Jeden takovy zavedeny laboratorni marker tu davno
mame: NT-proBNP. Nabizi se tedy otazka, jaké by mélo byt jeho postaveni viici vedouci

zobrazovaci modalité v kardiologii, jakou je echokardiografie. Je jedno ,,ECHO“ lepsi
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nez 1 000 laboratornich vysetieni NT-proBNP?

Je jedno ,,ECHO* lepsi
nez 1 000 vysetieni NT-proBNP?

MUDr. ANTONIN NOVAK
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Masarykovy nemocnice, Krajskd zdravotni, a.s., Usti nad Labem

Vlastni sdéleni

Echokardiografie je unikatni nezatézuji-
ci vySetfovaci metoda, v nasi republice
rychle zavedena od roku 1984 i do ob-
lastnich nemocnic. Diky pokroku tech-
niky dnes$ni pristroje umoznuji morfo-
logické vySetfeni srdce pfimo u ltzka
pacienta, a to dokonce sondou pripoje-
nou na laptop nebo mobil (obr. ¢. 1). Zis-
kané udaje jsou jiz z transthorakdlniho
vySetfeni v drtivé vét$iné presné a sprav-

né urcuji smér 1é¢by. Na nasledujicich

deseti prikladech poukazuji na tzv. one
touch vtefinovou diagnostiku doslo-
va pouhym pfilozenim sondy na oblast
srdce. Na obrazcich jsou tzv. ¢tyfduti-
nové transthorakalni projekce z oblasti
srdec¢niho hrotu, jen obr. ¢. 9 je echo-
kardiograficka projekce na oblouk aorty

z jugula.

Obr. ¢. 1: 74lety pacient, neni schopen
interpretovat pred lety provedeny zdkrok
na sinovém septu. V tomto pripadé vy-
$etfeni ultrazvukovou sondou s preno-
sem do mobilu, vidime dobfe provede-
ny uzavér defektu septa sini okluderem.
Obr. ¢&. 2: hruby systolicky Selest 83leté
zeny se po prilozeni ultrazvukové son-
dy ,proméni“ v tézkou aortalni stenozu.
Obr. ¢. 3: 65letd Zena s ndhlou dusnosti,
u ni mitralni insuficienci nejen vidime,

ale ur¢ime i pfi¢inu - utrzenou $lasinku
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aparatu mitralni chlopné s masivni mit- celkové nesvtyj, prilozime sondu a vidime II. stupné, zde na echokardiogramu
ralni insuficienci. Obr. €. 4: u diabetika, hemoperikard s utla¢enou pravou komo- vidime defekt septa sini a dilataci pra-
zde asymptomatického, ale s ne¢ekanou rou, tzn. srde¢ni tamponadu. Obr. ¢&. 7: vostrannych oddild.

zménou obrazu EKG pfi planované kon- dal$i pacient, mlady toxikoman, kasle

trole, vidime jasnou poruchu kinetiky a ma teploty, staci vtefinové zacileni Anamnéza byvd provedena mnohdy
predni stény a jako ,bonus® i hypere- na trikuspidélni chlopen a vidime vel- s riznou mirou peclivosti, pak nasleduje
chogenni trombus. Obr. €. 5: u pacien- kou mobilni vlajici vegetaci. Obr. ¢. 8: fyzikélni vysetfeni (pramérny vek lékare
ta tyden po zlomeniné kotniku s ndhlou konzilium na neurologii, vy$etfeni u ne- u nas je necelych 60 let, slysi jesté dobre?),
dusnosti ihned vidime, jak tézce dilato- mocné zdravotni sestry, probéhla TIA, a jak bylo ukazano vyse, poté rozhodne
vand a chabé kontraktilni pravd komora bez kardiovaskuldrnich rizik, prilozime definitivné o diagndze transthorakalni
doslova vélcuje a utlacuje levou komoru sondu a vidime velky myxom levé siné. echokardiografie. I tato metoda nechava
z divodu masivni plicni embolie, a mame Obr. ¢. 9: pani ve stfednim véku, jasny prostor pro dal$i typy vySetfeni, zejmé-
i $tésti a vidime vlajici trombus v pravé muzikédlni $elest, zde potfebujeme vice na CT hrudniku u akutnich stavii nebo

¢

sini. Obr. ¢. 6: na pohotovosti mlady muz minut a ,ulovime® otevienou Botallovu angiografie. Jak tedy naloZime s labora-
A Obr. ¢. 1: VySetfeni UZ kapesni sondou Lumify, A Obr. ¢. 2: Zena 83 let, dusnost I11. stupné; Sipka ~ aortdlni se subakutnim infarktem myokardu, ducej s levo-pravym zkratem. Obr. &. 10: tornim vy3etfenim v kontextu s diagnos-
NT-proBNP 265 pg/ml; Sipka - septdlni okluder stenoza, NT-pro BNP 1 445 pg/ml . , C . y y , L, . . .
hrudnik uz ani moc neboli, pacient je ale echokardiogram muze 72 let, s dusnosti tickymi moznostmi echokardiografie?
A Obr. & 3: Zena 65 let, ruptura $lasinky cipu mitrdlni A Obr. ¢ 4: Muz diabetik 72 let, dusnost I11. stupné, predni A Obr. & 7: Muz 25 let, toxikoman, Sipka - velkd vegetace A Obr. ¢& 8: Zena 56 let, sipka — velky myxom v levé sini,
chlopné, masivni mitrdlni insuficience, NT-proBNP 2 568 pg/ml infarkt myokardu, NT-proBNP 865 pg/ml, Sipka - trombus na trikuspiddlni chlopni NT-proBNP neodebrdno

v aneurysmatu hrotu levé komory

A Obr. & 5: Zena 74 let, ndhld dusnost, NT-proBNP 850 pg/ml, A Obr. ¢. 6: Muz 66 let, Sipka — hemoperikard, tampondda - A Obr. & 9: Zena 63 let, dusnost II. stupné, projekce z jugula - A Obr. ¢ 10: Muz 72 let, defekt septa sini s dilataci
masivni plicni embolie, Sipka - v dilatované PK zachyceny utlak pravé komory, NT-proBNP nevysetfovino oblouk aorty, zkrat levo-pravy tok Botallovy duceje z aorty pravostrannych oddilii, dusnost II. stupné, NT-pro BNP
na trikuspiddlni chlopni hadovity trombus descendentni do plicnice 1745 pg/ml
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Na pohotovosti k laboratornimu odbéru
mnohdy prfistoupime jaksi ,sportov-
né“ a ordinujeme praxi provéfeny labo-
ratorni hattrick: troponin, D-dimery,
NT-proBNP! Ne vidy je echokardio-
grafista po ruce, ne vidy je blizko CT
vySetfeni. S troponiny uz to umime, jde
o marker strukturalniho postizeni, maji
svou jasnou cut-off hodnotu, podob-
né jako D-dimery, které maji dokonce
cut-off hodnotu adjustovanou na vék
(vék + 10 mg/ml). Potiz muze byt pravé
s NT-proBNP. Jak tedy na interpretaci
vysledku této laboratorni metody, nej-
mladsi z rodiny ,akutnich kardiovasku-

larnich markert“? Normalni hodnota

NT-proBNP je 0-125 pg/ml, pak nasle-
duje urcity rozptyl normalnich hodnot
s prihlédnutim k véku, rendlnim funk-
cim, komorbiditam. Neni tedy lepsi jedno
dobte provedené ,echo’; jak jsme ukdzali
v uvodu, nez obrazné feceno 1 000 labora-
tornich vysetteni NT-proBNP?

Odpovédél bych jisté ,,ano“ pred 15 lety,
kdy NT-proBNP prichazelo do praxe
a napriklad i indikace k biventrikuldrni
kardiostimulaci u pacienta se srde¢ni sla-
bosti jsme hodnotili na zdkladé nékolika,
mnohdy az technicky sloZitych echokar-
diografickych parametrtt pro dyssyn-
chronii levé komory. V této dobé jsem
na jednom kongresu ve Svycarsku s nad-
$enim vyslechl ptednasku ,Jedno ,echo®
je lepsi nez 1 000 NT-proBNP“ Moje ego

10 L4 3-412020

skromného echokardiografisty tehdy
bylo $tastné. Ale asi po dekadé let jsem
nazor zcela zménil, jako apostol obrédceny
na viru. Dnes jsem zastdncem rutinnich
odbérti tohoto cenného laboratorniho
parametru! Dnes mi jeden nebo obcas-
ny odbér NT-proBNP rozhodné nestadi,
a to mam echokardiografii kdykoli k dis-
pozici, véetné malého bedside pristroje.
Poc¢tu 1 000 odbértt NT-proBNP skute¢né
dosahnu u svych pacientd v priméru asi

za 2-3 mésice ambulantni prace.

Paradoxné ale nékdy jedno NT-proBNP
bohaté staci k vyfeseni klinického pro-

blému. Praktickému lékari, ktery resi

pacienta s dusnosti, zcela normadlni
hladina NT-proBNP da jasnou odpo-
véd, ze pacient netrpi kardidlni du$nos-
ti. I praktik mtze ale po case vycitit, ze
i v normalnim rozmez{ NT-proBNP
0-125 pg/ml hodnota tfeba 24 pg/ml
svéd¢i o velmi dobré kondici 1é¢eného
hypertonika nez hodnota 142 pg/ml jiné-
ho pacienta. Jeden muj kolega, vytizeny
chirurg, ma na tlakovém holteru lehce
nadhrani¢ni pramérny systolicky tlak
a NT-proBNP 234 pg/ml. Selhava kardial-
né? Slouzi osm sluzeb mésicné, je pretize-
ny, nekli¢i u néj jiz diastolickd dysfunkce?
Na zakladé tohoto vysledku jsem lé¢bu
hypertenze rozsifil do fixni kombinace.
Tedy i v ambulanci primarni péce mize
byt NT-proBNP skvélym jednoduchym

laboratornim pomocnikem. Dokonce si

prakticky lékar na zakladé své zkuSenosti
a frekvence pacienti s kardiovaskularnim
onemocnénim miize spocitat, kolikrat
tydné fe$i a bude fesit pacienta s moz-
nymi pfiznaky srde¢niho selhani, a tim
i zkalkulovat, kolik takovych vysetfeni
provede tydné. Ale pozor, s ,,jidlem® roste
chut a parametr si miize 1ékar-praktik ob-
libit, bude se mu hodit u nékterych hyper-
tonikd, jisté u diabetikd, starsich pacien-
tll, mozna i nékterych sportovci. V praxi
internisty nebo kardiologa ale uz jeden
nebo obcasny odbér NT-proBNP nesta-
¢i, obvykle dispenzarizuje jiz viceméné
moribundniho pacienta (pacient v po-
slednim stadiu zivota) a NT-proBNP je
pak laboratornim nastrojem na pocatku
diagnostickym a nasledné prognostic-
kym. Dle vysledku hodnoty NT-proBNP
fidime 1é¢bu! S jasnym, mozna obtiznym,
ale o to vice chténym cilem dosahnout
co nejniz$i hodnoty NT-proBNP. Nékdy
u casti pacientl prijde bohuzel obdobi
fibrilace sini, kdy hodnota NT-proBNP
minimalné 5-10x naroste. Ale i zde, na-
ptiklad zklidnénim srde¢ni frekvence
fibrilace sini, takovym navy$enim be-
tablokatoru (kterého bychom se dfive
obavali) dosahneme nec¢ekaného poklesu
NT-proBNP a pacient doslova rozkvete.
Dostatecny pokles NT-proBNP svédci
o tom, Ze na$e raciondlni kombina¢ni lé¢-
ba srde¢niho selhani byla adekvatni. To-
lik se prece stile diskutuje, Ze nedosahu-
jeme cilovych davek léka, které maji jasny
pozitivni dopad na prognézu pacientd
(sacubitril/valsartan, ACE inhibitory, be-
tablokatory, ivabradin, glifloziny a dalsi).
Snaha 1é¢it dle dynamiky NT-proBNP
vede pravé k tlaku jak na pacienta, tak
i na lékafe optimalizovat davky vsech
spravné indikovanych 1éka u pacienta se
srde¢nim selhdnim! To mohu potvrdit
z vlastni zku$enosti prace s pacienty se
srde¢nim selhdnim. Témto pacientim
muzeme v poslednich letech nabidnout
velmi komplexni farmakologickou lé¢bu,
ktera cilené mifi na mozaiku patofyziolo-
gickych faktort srde¢niho selhani. Opti-
malni davku diuretika, tolerovanou dav-

ku betablokatoru doplnénou eventualné
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A Obr. ¢. 11: Trvald normalizace hodnot NT-proBNP u 51letého pacienta s dilatovanou
kardiomyopatii pti komplexni farmakologické 1écbé srdecniho selhdni, vietné uzivini terapie

sacubitril/valsartan

o ivabradin, blokatory angiotenzinového
receptoru v kombinaci s blokatory ne-
prilysinu a blokatory aldosteronu. Pti
znamkach dyssynchronie levé komory
biventrikuldrni stimulaci a pfi vyznam-
né mitralni insuficienci tzv. mitraclip.
Takto naro¢nou farmakologicky i instru-
mentdalné vedenou lé¢bu dnes s vyhodou
velmi jednoduse vyhodnotime dynami-
kou hodnot NT-proBNP. Na obrazku 11
muzete na grafu vidét pokles NT-proBNP
u 51letého pacienta s dilatovanou kar-
diomyopatii a s dysfunkci levé komo-

ry o ejekéni frakei pod 35 % po pridani

sacubitrilu/valsartanu misto ACE inhi-
bitoru do kombinované farmakologic-
ké 1é¢by srde¢niho selhdni. Uvedeného
mladsiho pacienta je mozno povazovat
za vylé¢eného ze srde¢niho selhdni, jisté
ale s nutnosti pokracovani zavedené far-
makoterapie. S vyhodou mtiZze prfizniva
dynamika NT-proBNP smérem k norma-
lizaci slouzit i jako podklad pro zdivod-
novani nakladovosti 1é¢by platctim zdra-
votni péce. V diabetologii vidime zfetelné
praxi ovéfeny pozadavek na pokles gly-
kosylovaného hemoglobinu po nasazeni

modernich, drazs$ich antidiabetik.

Zavér

Tedy jedno NT-proBNP mnohdy sta-
¢i. U stabilntho ambulantniho kardiaka
1-2x ro¢né. U kardiaka v nemocnici také
minimalné dvakrat, jisté i pfi propusténi.
S cisly se dobfe pracuje. Neni-li dosaze-
no zadouciho poklesu NT-proBPN, mu-
sime se peclivé vratit na ta mista v 1é¢bé
kardiaka, kde lze jesté pomoci! Pokud jiz
nelze, miizeme a musime pacientim na-
bidnout dal$i moznosti 1é¢by véetné nové
generace umélych srdci — HeartMate IIL
Posledni studie s nimi jasné prokaza-
ly dobré vysledky a vyznamnou reduk-
ci komplikaci. Cut-off hodnota Roche
Elecsys® NT-proBNP (zde prosim pozor —
cut-off hodnoty jinych vyrobcii se mohou
vyznamné lisit!) pro podezfeni na akut-
ni srde¢ni selhani je 125 pg/ml a méné.
Pro chronické srde¢ni selhani 450, 900
a 1 800 pg/ml dle véku pacienta. Z letité
zku$enosti jsem nevidél u pacienta s kar-
dialni dusnosti NYHA IV, to jsou ti pacien-
ti, co si v noci sedaji pro dusnost, nizsi hod-
u 51letého pacienta). Vzhledem k tomu,
ze 1ékafi na dotaz po no¢nim kardidlnim
astmatu Casto zapominaji, je NT-proBNP
v praxi o to cennéj$i. A opakovand norma-
lizace NT-proBNP svéd¢i dokonce o vy-
léceni ze srde¢niho selhani = ,succes in

failure® Lécbu ale nevysazujeme!

MUDr. Antonin Novak

Klinika EUC Usti nad Labem, interni oddéleni Dé¢in, Ceska Lipa, Rumburk, Kardiologicka klinika Masarykovy nemocnice,
Krajska zdravotni, a.s., Usti nad Labem

Kontakt: novak59@kzcr.eu

Narodil se v zat{ r. 1960 v Usti nad Labem. V roce 1985 absolvoval I. lékai'skou fakultu VEN. Prvn{ atestaci z vnitfniho 1ékafstvi
ziskal r. 1988, druhou atestaci r. 1993 a v . 1997 atestaci z kardiologie. Téhoz troku obdrzel funkéni licenci pro jicnovou
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Clanek popisuje posledni poznatky etiopatogeneze formovani placenty a zasadni

tlohu vzajemného vztahu angiopoetini a angiostatini. Prikazné nizké koncentra-

ce angiopoetinu PIGF spolu s patologickymi priitoky v uterinnich arteriich na kon-

ci I. trimestru selektuji skupinu téhotnych Zen s vy$§im rizikem pozdéjsiho vzniku

preeklampsie. Pro ¢asnou diagnézu subklinickych stadii preeklampsie se osvéd¢ilo

vyuzit stanoveni poméru sFlt-1/PIGF. Rychle rostouci hodnota se ukazuje byt do-

statecné validni pro v¢asné ukonceni téhotenstvi a zabranéni fatalnich matefskych

a fetalnich komplikaci.

Komplexni management

preeklampsie

doc. MUDr. TOMAS BINDER, CSc.

Gynekologicko-porodnicka klinika UJEP a Masarykovy nemocnice, Usti nad Labem
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Uvod

Preeklampsie je pro téhotenstvi speci-
fické onemocnéni. Je definovana jako
téhotenstvim podminéna hypertenze
s proteinurii. Jednd se o vaskulopatii
vznikajici na podkladé abnormalniho
vyvoje placenty. Klinicky se zpravidla
projevuje az po 20. tydnu gravidity.
V dutsledku abnormalni cévni reakce
vede k rdzné vyznamnému multiorga-

novému postizeni.

Podle zévaznosti rozliSujeme lehkou
a tézkou formu preeklampsie a podle
doby vzniku rozliSujeme ¢asnou formu
preeklampsie, kterd se manifestuje pred
34. gesta¢nim tydnem, a pozdni for-
mu preeklampsie, ktera se manifestuje
po 34. gesta¢nim tydnu. Pozdni forma
ma z hlediska perinatologickych vysled-
ki lepsi progndzu. Incidence u téhotnych
se pohybuje mezi 4 a 8 %. Rizikové skupi-

ny jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.

Etiopatogeneze preeklampsie

Etiopatogeneze preeklampsie neni do-
posud uspokojivé objasnéna. Shoda pa-
nuje v tom, ze primarni pfi¢ina je ulo-
zena v placenté a Ze porucha je zaloZena

mnohem dfive, nez dojde k manifestaci

prvnich priznakt. Preeklampsie vznika
na zakladé nepiiméfené nebo patolo-
gické materské odpovédi na placentaci.
Svou roli zde hraji fetalni antigeny a imu-
nitni matefskd odpovéd. Tyto ,,zanétlivé
signaly“ vedou k lokalni ischemii, kdy
nasledna reperfuze vede k oxidaénimu
stresu a vaskuldrnimu poskozeni. Nelze
tak od sebe oddélovat dvé nejuznavanéjsi
teorie vzniku preeklampsie — vaskularni
a imunologickou, protoze se tuzce pro-
pojuji. Pro omezeny prostor nelze zabi-
hat zcela do podrobnosti. Uvadime jen
zéasadni procesy dulezité pro vyvoj pla-

centy.

Pro plynuly rist plodu a jeho dobry stav
je nezbytny koordinovany vyvoj stro-

mu fetalniho klku. Jiz pred viabilitou

Prvni téhotenstvi (kratkd anamnéza
nechranéného styku)

Predchozi preeklampsie

2 10 let od posledniho porodu

Vékové extrémy téhotné
Body mass index (BMI) = 30

Pozitivni rodinnd anamnéza preeklampsie
(matka, sestra)

Zachycend hodnota diastolického tlaku
2> 90 mm Hg ze dvou nezdvislych méfeni

Zachycend proteinurie
(orienta¢né na + nebo = 300 mg/24 hodin)

Vicecetné téhotenstvi

Gravidita po nékteré z metod asistované
reprodukce

Preexistujici hypertenze

Preexistujici onemocnéni ledvin

Preexistujici diabetes

Pritomnost antifosfolipidovych protildtek

A Tab. ¢. 1: Rizikové faktory preeklampsie.
Zdroj: archiv autora

plodu dochdzi k rozvétvené angioge-
nezi, v placenté se vytvori 10-16 gene-
raci kmenovych klki. Jakmile se objevi
vitdlni zndmky, vyvoj placenty pokroci
k vytvoreni velkého poctu terminalnich
klki schopnych vymény plynd. Pro ten-
to proces je nezbytna dostate¢nd trofo-
blasticka invaze, ktera je dokoncena mezi
12. a 14. gestatnim tydnem. Hlavnim
obdobim pro posouzeni kvality placen-
tarni implantace je 20.-24. gesta¢ni ty-
den, protoze je trofoblastem dokonéena
transformace myometralnich spirdlnich
arterii v nizkorezistentni cévy s vyso-
kym pritokem. Tim je zaji$tén adekvatni
prutok krve v intervildznich prostorach,
kde se odehrava fetomaternalni vyména.
Tento proces je vicestupnovité regulovan
a svoji roli v ném hraji NK bunky (na-
tural killer cells), které ovliviiuji nejen
trofoblastickou invazi, ale i vaskularni
zmény v placenté svou schopnosti pro-
dukovat cytokiny, které se uplatnuji v an-
giogenezi a ovliviiuji vaskularni stabilitu.
Patti k nim vaskuldrni endotelidlni rtisto-
vy faktor (vascular endothelial growth
factor, VEGF), placentarni rstovy faktor
(placenta growth factor, PIGF) a angio-
poetin 2. Tyto angiopoetiny hraji zasadni
roli v procesu angiogeneze. Proti tomu
pusobi angiostatiny — solubilni fms-like
tyrosinkindza 1 (solubile fms-like tyrosi-
ne kinase 1, sFlt-1), jejiz gen koduje re-
ceptor pro vaskularni endotelidlni rasto-
vy faktor 1 (vascular endothelial growth
factor receptor 1, VEGFR-1), protein,
ktery reguluje proliferaci a diferenciaci
bunék. V prubéhu fyziologické gravidity
dochazi k primérené interakci mezi en-
dovaskularnim trofoblastem a decidudl-
nimi leukocyty a zejména prirozenymi
zabije¢i (NK bunkami), kterd nasledné
vyvola uvolnéni VEGF a PIGE Za pti-
tomnosti zvySeného zanétlivého stresu,
a to i v prabéhu fyziologické gravidity,
jsou zvySené koncentrace volného VEGF
dulezité pro zachovéani klidového stavu
endotelu. Placentou vytvéreny sFlt-1 je
antagonistou proangiogennich molekul
VEGF a PIGF a jeho hodnoty jsou zvy-

$eny u preeklampsie. Placentarni rtistovy
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A Obr. & 1: Cerstvé porozend placenta s pupecnikem

faktor je esencialni faktor placentarniho
vaskularniho vyvoje, proliferace a vasku-
larni permeability a prezivani endotelial-
nich bunék. Zvysend koncentrace cirku-
lujiciho sFlt-1, proteinu z vaskuldrniho
endotelu placenty, je spojena se snizeny-
mi cirkulujicimi koncentracemi volného
VEGF a PIGF, coz vede k endotelidlnimu
poskozeni. Mira zvyseni sFlt-1 koreluje
se zavaznosti preeklampsie. To je v sou-
ladu s hypotézou, ze naruseni rovnovéhy
VEGF (PIGF) a sFlt-1 je jednou z defini-
tivnich patofyziologickych cest vzniku
tohoto onemocnéni. U gravidit, u kte-
rych néasledné doslo k rozvoji preeklamp-
sie a ristové restrikci plodu (fetal growth
restriction, FGR), byly v prvnim trimest-
ru prokazany snizené koncentrace PIGF
a naméfeny snizené hodnoty dopple-
rovského meéfeni pratoku v uterinnich
arteriich (pritkaz noche). Hodnoty sFlt-1
se v této fazi téhotenstvi nelisi od nor-
my. Tyto nalezy potvrzuji zasadni roli
decidualnich angiogennich rtstovych
faktord, zejména placentarniho riistové-
ho faktoru, pro fyziologicky vyvoj pla-
centy. V pribéhu fyziologické gravidity
jsou hodnoty sFlt-1 do 29.-33. gesta¢ni-
ho tydne stabilni a pak stle rostou az
do porodu. Koncentrace PIGF rostou

prevazné do konce prvntho trimestru,

vrcholu dosahuji kolem 29. gesta¢niho
tydne a pak postupné klesaji. ZvySujici se
pomér sFlt-1/PIGF po 20. tydnu gestace
je znamkou naru$ené rovnovahy a slouzi
k ¢asné diagnostice preklinickych stadii
casné formy preeklampsie. K diagnos-
tice pozdni formy preeklampsie vzniklé
po 34. gesta¢nim tydnu neni stanoveni
poméru sFlt-1/PIGF pro diagnézu jiz tak
prikazné. Ackoliv pri¢iny placentarni
dysfunkce nejsou plné odhaleny, vie-
obecné je akceptovano, Ze stavy spojené
s placentarni dysfunkci jsou charakte-
rizovany mélkou trofoblastickou invazi
a nedostate¢nou remodelaci matetskych
spiralnich arterii v I. a IL. trimestru té-
hotenstvi. To zpusobuje nedostate¢nou
placentarni perfuzi v druhé poloviné
téhotenstvi. Endotelidlni dysfunkce je
vyrazem excesivni matefské zanétlivé

odpovédi na téhotenstvi.”

Predikce preeklampsie

Screening preeklampsie v pravém smy-
slu jeho vyznamu neexistuje, ale pokud
bychom na konci I. trimestru u vSech
téhotnych stanovovali stfedni arterial-
ni tlak (mean arterial pressure, MAP),

hodnotu PIGF, pfipadné doplnénou
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Hodnoty PIGF jako souc¢ast FMF algoritmu

Pomér sFit-1/PIGF jako kontrolni vysetieni

Lécba ASA

v pribéhu téhotenstvi

Vysoké riziko PE
(< 1:100)

— Monitoring Zeny  [—

Stanoveni
ve ll. trimestru

Stanoveni
ve lll. trimestru

Screening PE
v |. trimestru

Péce
specializovaného
pracovisté

Nizké riziko PE

V pripadé podezieni / pii klinickych pfiznacich PE

| |

0d 10.-14. gestaéniho tydne

Stanoveni
J l ve Il. trimestru

Stanoveni
ve lll. trimestru

0d gestaéniho tydne 20 + 0

A Obr. ¢. 2: Komplexni management preeklampsie. ASA - kyselina acetylsalicylovd, acetylsalicylic acid; FMF - Fetal Medicine Foundation;
PE - preeklampsie; PIGF - placentdrni riistovy faktor, placenta; growth factor; sFlt-1 - solubilni fms-like tyrosinkindza 1, solubile fms-like tyrosine

kinase. Zdroj: archiv autora

o hodnotu plazmatického specifické-
ho téhotenského proteinu A (preg-
nancy associated plasma protein A,
PAPP-A) v krvi matky, a vySetfeni
doplnili o flowmetrii uterinnich arte-
rif, selektovali bychom skupinu Zen se
zvy$enym rizikem vzniku preeklam-
psie v pozdéjsich stadiich téhotenstvi
a cilené bychom na né smérovali pre-
natdlni péci. Kazdy abnormalni vy-

sledek z uvedenych vySetfeni ukazuje
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na zvy$ena téhotenska rizika, ale riziko
pro preeklampsii neni specifické. Inte-
graci vSech vySetfeni se specificita vy-
razné zvysuje, ale i tak to neznamena,
Ze Zena s pozitivnim vysledkem ,,I. tri-
mestralniho screeningu® preeklampsii
onemocni. Od idedlu testovani viech
téhotnych mame daleko, ale méli by-
chom se zamérit alesponn na téhot-
né zeny uvedené v tabulce | v uvodu
¢lanku. Studie ASPRE z roku 2017

prokazala validitu tohoto vysetfeni.
Pozitivnim pacientkdm byla v této stu-
dii od 11. do 36. gesta¢niho tydne pre-
ventivné podavana kyselina acetylsa-
licylova v davce 150 mg/den a doslo
ke snizeni rizika vzniku preeklampsie

pred 37. gesta¢nim tydnem o 62 %.">*

Casnd diagnostika
preeklampsie

V sou¢asné dobé je v Ceské republi-
ce doporucena depistaz preeklampsie
pouze méfenim krevniho tlaku a orien-
ta¢nim vy$etfenim moci na pritomnost
bilkoviny pfi kazdé navstévé v prenatdl-
ni poradné. Studie PROGNOSIS z roku
2016 ukdzala na vyznam stanoveni
poméru sFlt-1/PIGF v casné diagnos-
tice preklinickych stadii preeklampsie
ve II. a III. trimestru téhotenstvi. Test
je doporuceno provadét u vSech Zen se
zvySenym rizikem preeklampsie, tedy
inezavisle na vysledku testu v I. trimest-
ru. Rychle se zvysujici hodnota pomé-
ru sFlt-1/PIGF signalizuje rozvijejici se
preeklampsii. Komplexni management

ukazuje obr. ¢. 2.

Vyhodnoceni a doporuceny

postup

Vyhodnoceni a dal$i doporuceny postup
jsou vzdy dany vyrobcem testovacich kitd.
Vysledky testu je vidy nutné posuzovat
komplexné s vysledky ostatnich vysetfeni,
jako ultrazvukového a dopplerovského vy-
$etfeni, s vysledky klasickych laboratornich
vySetfeni pri preeklampsii a klinickym sta-
vem téhotné v kontextu s gesta¢nim starim
plodu. Je to vyznamné z hlediska optimalni

doby ukonceni téhotenstvi.**

Zaver

Stanoveni MAP, dopplerovské vysette-
ni uterinnich arterii a stanoveni hod-
noty PIGF (PAPP-A) v I. trimestru se
zda byt uzitenou metodou selekce
Zen s potencionalnim rizikem vzniku
preeklampsie. Stanoveni poméru sFlt/
PIGF ve II. a III. trimestru je novy uzitec-
ny test slouzici k ¢asnému odhaleni sub-
klinickych stadii preeklampsie.

KLINICKA HODNOTA DIAGNOSTIKY @

Pfinosem metod je moznost predikce
preeklampsie, stratifikace a optimaliza-
ce poskytované péce, coz miize prispét
ke zlepSeni prenatdlnich vysledku a od-
vraceni fatdlnich komplikaci jak u matky,

tak u plodu.

Nezavisly odborny clének publikovany
v Casopise Gynekologie a porodnictvi
2020; 4(2): 1-3 diky financni podpo-
fe spolecnosti Roche s.r.o., Diagnostics
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Na uvod si miizeme polozit dvé otazky: Pro¢ je nabizeno laboratofim stanoveni cel-

kového vitaminu B12 i tzv. aktivni formy? Co je tak zajimavého na vitaminu B12, Ze

se dostaly na trh relativné kratce po sobé komercni soupravy stanovujici obé formy

analytu na automatickych analyzatorech?

Aktivity také s aktivnim vitaminem
B12

RNDr. PAVEL SKRABALEK,' RNDr. JANA HRADISKA, Ph.D.?

! Oddéleni klinické biochemie a hematologie Turnov, Krajskd nemocnice Liberec, a.s.

2 Oddélent klinické biochemie, Krajskd nemocnice Liberec, a.s.

Na tyto otazky viceméné odpovida
P. H. Golding', kterého ale spise zaujal
tzv. Herbertiv model®. Tento model po-
pisuje biochemicky a hematologicky sled
udalosti, jejichz nasledkem je negativni
bilance vitaminu B12. Nevédomky tim
polozil i zéklad pro komercionalizaci ho-

lotranskobalaminu (aktivni B12).

Pokusme se s pomoci literarnich zdro-
ju predstavit analyt, o kterém mluvime.
U zdravého ¢lovéka zaludecni kyseliny od-
déluji B12 od bilkovin, haptokorin (HC)
ze slin pak uvolnény B12 vaze za vzniku
holohaptokorinu (holoHC). Zvysené pH
ve dvanactniku znovu uvolni B12 z vaz-
by na haptokorin a umozni jeho navazani
k vnitfnimu faktoru (IF), produkovanému
parietdlnimi bunikami zaludku, za vzniku
komplexu IF-B12 ve dvandctniku. Pfe-
sedani béhem putovani je nezbytnosti.
V jednu chvili je chranén pred hydrolyzou

v kyselém prostiedi a o kousek dale je jeho

» Obr. ¢. 1: Vitamin B12 a jeho vazebné
proteiny v plazmé™. Kobalamin (vitamin B12)

a jeho vazebné proteiny v lidské plazmé. Obrdzek
ukazuje vztah mezi celkovou koncentraci proteinii
vdzajicich vitamin B12 v plazmé a distribuci
vitaminu B12 a jeho analogy mezi proteiny.
PouZzité jsou priimérné koncentrace ndsledujicim
zptisobem - celkovy transkobalamin: 1 000 pmol/I
[holotranskobalamin (HoloTC): 100 pmol/l;
apotranskobalamin (ApoTC): 900 pmol/l]; celkovy
haptokorin: 450 pmol/I [vitamin B12 vizany

na haptokorin (B12HC): 200 pmol/l; analogy
vitaminu B12 vdzané na haptokorin (AnaHC):
200 pmol/l; apohaptokorin (ApoHC): 50 pmol/I];
celkovy vitamin B12: 300 pmol/l
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nosi¢ haptokorin degradovan enzymy vy-
lu¢ovanymi pankreatem, aby prestoupil
na vnitfni faktor, ktery je viiéi proteolytic-
kym enzymim odolny.*® V termindlnim
ileu cesta kondi, IF je absorbovan endo-
cytézou. Zprosttedkovana je komplexem
cubam. Komplex se sklada ze dvou spo-
lupracujicich molekul: cubilinu, vézicitho
vnitfni faktor, a molekuly oznac¢ované jako
amnionless (AMN), kter4 obstardva ukot-
veni v membrané a zajistuje endocytické
schopnosti. Uvnitf enterocytu je vnitfni
faktor degradovan protedzami lyzozo-
mu. Uvolnény B12 unika pravdépodobné
s pomoci proteinu LMBD1 membranou
lyzozomu do cytoplazmy. Na opacném
konci enterocytu, pravdépodobné s po-
moci transportérového proteinu MRP1,
pronikd volny B12 do portalni zily, kde
se nasledné véze na haptokorin (holoHC)
a transkobalamin (holoTC).?’ Odkud
se berou nosi¢e B12, neni prili§ jasné.
HoloHC putuje do jater, kde je vitamin
oddélen a uskladnén. HoloTC precha-
zi do obéhu a je distribuovan k burnkam,
které jej pottebuji. Nyni je nutné jesté pri-
dat regula¢ni principy. Pfi vzniku potteby
B12 pravdépodobné synergicky pisobi
dva ,,dvefnici® pro vitamin B12. Jednak se
zvy$uje produkce IF a soucasné se zvySuje

uvolnovani holoHC do Zludi z jater, takze

receptor pro R
apotranskobalamin transkobalamin Co kobalamin
R
Co transkobalamin
S-S S-S R
Co
obalené
jamk
Jamey $-S degradace
Golglh’ot vezikul lysozom
apara recyklace receptoru
endoplazmatické pro transkobalamin
retikulum ﬁ &
3 o Ch
endozom
de novo syntéza TC cbl F
a TC receptoru chlJ
methionin @ R
CH4-THF syntdza THF @ Co Cbl co
cbl G chl C
L-Hey L-Met
MeCbl chl E % R GSH
AdoMet %
MTRR D 2 cbl D
Cbi(h chiqn oytosolovd cesta & Co mitochondriélni cesta
R
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transkobalaminu

Co neporuseny komplex

transkobalamin-kobalamin

HMA-Coa
cbl B metylmalonyl-

L OPI0 - Ado-COl " Gop mutdza

mut
SUC-CoA

A Obr. ¢. 2: Zpracovani vitaminu B12 z potravy v butice.” Busiky ptijimaji holoTC pomoci TC endocytézu zprostiedkovanou TC-receptorem (TCR).
V lysozomu je kobalamin (Cbl) uvolnén a apotranskobalamin je degradovin, zatimco TCR je recyklovin a vystaven zpét na bunécny povrch.

Cbl opousti lysozom prostiednictvim transportéru scblF/cbl]. V cytosolu podléhd Cbl zpracovdni enzymem cblC, ktery katalyzuje odstranéni axidlniho
ligandu (R) a redukci kobaltu. Osud nové zpracovaného B12 je ddn interakcemi cblC-cblD, které jej nasméruji k cytosolické methioninesyntdze

(MS, cblG) nebo mitochondridlni metylmalonyl-CoAmutdze (MCM, mut). Nutri¢ni a funkcni nedostatek B12 tak vede k inaktivaci zavislych enzymil

MS a MCM a zvyseni tHcy a MMA.

se dostava do dvanactniku a podstupuje

znovu proces vstfebavani.>*>¢

Nutno jesté podotknout, Ze holoTC pred-
stavuje mensinu cirkulujictho B12, a TC
je saturovan asi jen z 10 %. Haptokorin
je nosic¢em i neaktivnich forem vitaminu
B12. Hladiny transportnich proteint ne-
maji diurnélni vykyvy a nekolisaji ani pti
stravé bohaté na B12. Nejsou vyraznéjsi
rozdily mezi pohlavimi. V téhotenstvi je
popisovan pokles hladiny B12 v posled-
nim trimestru, ale nikoliv k hranici de-
ficitu.

Hladina nosice transkobalaminu se ne-
méni ani pii deficitu vitaminu. Naopak
k poklesu miize dojit pfi zvySeném pri-
jmu B12. Vyplyva to pravdépodobné
z faktu, Ze bunélny receptor, pomoci
kterého vstupuje do cilové bunky, ma
vys$si afinitu k holoTC a s jeho zvySenym

vstupem do bunék dojde k prechodnému

snizeni v krvi, nez se ustanovi nova rov-

novaha mezi apoTC a holoTC.

Kdyz vite kudy a kam, je vhodna chvile

Fici i pro¢. Vitamin B12, respektive dvé

jeho formy, a to metylkobalamin a ade-

nosylkobalamin, se jako kofaktor zasad-
nim zptusobem podili na dvou metabolic-
kych procesech:

1. Metabolismus homocysteinu, metyl-
kobalamin. Homocystein muze byt
metabolizovan transsulfura¢ni cestou
na cystein (enzymem cystationova
B-syntaza — CBS), tato reakce je zavisla
na vitaminu B6. Druhou cestou je pfe-
nos metylové skupiny z homocysteinu
(Hcy) na methionin za pisobeni enzy-
mu methioninsyntazy (MS). Kofakto-
rem methioninsyntazy je pravé metyl-
kobalamin. Pro uspé$ny pribéh této
reakce jsou rovnéz dilezité esencidlni
folaty a enzym MTHFR. Z vyse zmi-

néného vyplyva, ze kromé nutri¢niho

nedostatku vitaminu B12 hladinu Hcy
v plazmé vyznamné ovliviiuje snizend
funkce CBS a MTHFR, ale hlavné i ne-
dostate¢ny prisun folatu. Je nutno do-
plnit, ze dal$i enzymy metabolickych
drah, které maji vliv na hladinu Hcy
(cystathioninova B-syntaza a S-adeno-
sylhomocysteinhydrolaza - SAHH),
jsou nezavislé na hladinach vitaminu
B12.

. Metabolismus metylmalonové ky-

seliny (MMA), adenosylkobalamin.
MMA je produkovan béhem kataboli-
smu mastnych kyselin a aminokyselin
s lichym poctem uhlikd v mitochon-
driich. Propionyl-CoA je prekurzor
MMA v reakci katalyzované pro-
pionyl-CoA  karboxylazou (PCC).
Vrozené vady enzymu PCC vedou
k propionikacidemii. Podobné mutace
metylmalonyl-CoA mutdzy (MCM)
zavislé na AdoCbl vedou k hromadé-
ni MMA-CoA a inhibici PCC, ktera
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se projevuje jak zvy$enim propionyl-
-CoA, tak i kyseliny propionové v cir-
kulaci. Vyzivovy ¢i funkéni deficit vi-
taminu B12 ma za nasledek inaktivaci
MCM a zvyseni substratu MM-CoA,
ktery vstupuje do obéhu jako MMA.”

Nyni, kdyZ jsme si snad dostatecné vy-
svétlili, jakych metabolickych reakci se
vitamin B12 ucastni, je ndm jasny i vy-
znam a dtvody jeho stanovent:

« neurologické poruchy (tvorba myelinu);
o+ hromadéni Hcy a MMA;

» megaloblastickd anémie (syntéza
DNA), hypersegmentace lymfocytu;
 hladina B12 ovlivnéna léky obsahu-

jicimi inhibitory protonové pumpy,
metformin;
« soucast diagnostiky poruch vstfebavani;

» prevence Alzheimera.

P1i bliz§im prizkumu vySetfeni nabize-
nych v laboratofich napfi¢ republikou
zjistime, Ze vétsina nabizi stanoveni jak
celkového BI12, tak jeho aktivni formy
s dovétkem, Ze aktivni forma je prefero-
vana jakoZto specifi¢téjsi a rychlejsi uka-
zatel deficitu vitaminu B12. Najdou se
i ,,progresivni“ laboratote, které jiz stano-
veni celkového B12 nahradily vyhradné
stanovenim holoTC. Avsak ani holoTC
neni tak dokonalym testem, jak by se
mohlo na prvni pohled zdat. Pojdme si
shrnout problematické aspekty stanoveni
aktivniho vitaminu B12:
1) Polocas trvani
Rizné zdroje uvadéji, ze holoTC ma
polocas: 2 dny", 18 hodin'é, <2 hodi-
ny", 60-90 minut’®, 6 minut®. Takze
tu mame prvni problém, ktery vlastné

sledujeme, kdyZz budeme méfit aktivni

formu. Neni to jen kraticky vytez v ¢a-
sové ose, kdy se hladina rychle méni
podle potteby v cilovych tkanich?
Nebo jde o dlouhodobé stabilni hladi-
nu s rychlou obratkou?
2) Citlivost k absorpci

S prvnim bodem je uzce spjata také
¢asto diskutovand citlivost holoTC
k absorpci vitaminu B12. Nazory au-
tord na tento problém se rizni, jak
vystizné shrnul ve své praci Golding'.
A opét zde vyvstava otazka, jestlize se
hladina holoTC po poddani vitaminu
B12 zvedne, ukazuje nam jeho kon-
centrace opravdu dlouhodoby status,
anebo jen hladinu po nedédvné absorp-
ci? Jak maze byt holotranskobalamin
povazovan soucasné za marker ¢asné
deficience vitaminu B12 a zdroven

za marker jeho absorpce?

A Obr. ¢. 3: Metabolismus homocysteinu a kyseliny metylmalonové.” Homocystein je vedlejsim metabolitem na priiseciku remetylace nebo
transsulfuracni cesty. Homeostdza Hcy se tedy opird o tfi riizné biochemické reakce [MS, cystationion f-syntiza (CBS) a S-adenosylhomocystein
hydroldzu (SAHH)], z nichz dvé (CBS a SAHH) jsou nezdvislé na vitaminu B12. Kromé nutri¢niho nedostatku vitaminu B12 ke zvySeni hladiny Hcy
v plazmé miiZe dojit snizenou funkci CBS a MTHFR, jakoZ i nutricnim nedostatkem foldtii. (B) MMA je produkovina béhem katabolismu mastnych
kyselin a aminokyselin s lichym poctem uhlikii v fetézci v mitochondriich. Propionyl-CoA je prekurzor MMA v reakci katalyzované propionyl-CoA
karboxyldzou (PCC). Vrozené vady PCC vedou k propionové acidémii. Podobné mutace v MCM zdvislé na AdoCbl vedou k hromadéni MMA-CoA

a inhibici PCC, coz se projevuje jako zvyseni koncentrace propionyl-CoA, a k priiniku kyseliny propionové do obéhu. Propionylkarnitin miiZe byt také
transportovdn z busiky. Propionylkarnitin je prvni test pti novorozeneckém screeningu.
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3) Homeostaza holoTC
Vétsina publikaci i vyrobcti se pfi
propagaci holoTC opira o vysledky
dr. Herberta, ktery poklada holoTC
za prvni metabolit reagujici na defi-
cienci, nebo chceme-li snizenou ab-
sorpci, vitaminu B12.* Tato hypotéza
vSak ma opét nékolik uskali. U zdra-
vého jedince, ktery nema porusenu
absorpci vitaminu B12, ale pouze jeho
deficit v potravé, trva nékolik desitek
let, nez se vyvine deficit z dtivodu exis-
tence enterohepatélniho obéhu. Kazdy
jedinec ma ve svém téle zasobu pribliz-
né 2-3 mg vitaminu B12, pficemZ vét-

$ina je lokalizovana v jatrech. Odtud je

KLINICKA HODNOTA DIAGNOSTIKY

kazdy den ptiblizné 1,4 ug secernova-
no zluci zpét do stfeva, kde je opét B12
zpracovan stejnym zptisobem jako vi-
tamin z potravy. Reabsorpce tohoto
»zasobniho“ B12 je ptiblizné 50%.%'
Tento fakt ve své publikaci pripousti
i Herbert. Je ovéem jasné, ze v tomto
ptipadé k poklesu holotranskobalami-
nu nedojde, i kdyz fakticky jiz nastal
jeho deficit. Herbertova hypotéza ho-
loTC jakozto prvniho markeru defici-
tu B12 je tak platna pouze v piipadé,
ze dojde k nahlé zméné vstrebavani
vitaminu B12. To muze byt zptsobe-
no napt. prerusenim tvorby IE Zlu-

¢i ¢l pri odnéti ¢asti duodena ¢i ilea,

kdy recyklovany B12 nedokaze byt
zpracovan stejné jako ten z potravy.
Nicméné pti vy$e zminénych stavech
(napt. pri resekci zaludku) si jsou 1é-
kafi védomi nebezpedi nedostatku
B12 a pacienta suplementuji 1ékovou
formou vitaminu B12. Tyto syntetic-
ké formy vitaminu B12 nejsou vazany
na bilkoviny, jako je tomu v potravé,
a nepotiebuji tudiz ke svému tspés-
nému vstfebani IF ani ostatni faktory.
Navic velké mnozZstvi poddvaného B12
nepotiebuje ke svému priichodu pres
stfevni sliznici receptory, ale prochdzi
volné pasivni difuzi.’ Takze i v téchto

ptipadech, pokud je pacient spravné

V Obr. ¢. 4: Normdlni metabolismus vitaminu B12. B12 se
uvolniuje v zaludku a viZe se na HC ze slin. V tenkém strevé

je nutri¢ni B12 a bilidrni B12 uvolfiovdn z HC pankreatickymi
protedzami a vdZe se na vnitini faktor (IF). Komplex IF-B12

se poté vdze na kubamovy (Cubilin [Cub] - amnionless [Amn])
receptor v termindlnim ileu, aby endocytézou vstoupil do buriky
a posléze do plazmy, kde je vizdn TC. TC doddvd B12 do TC
receptoru (CD320) na burikdch v téle. Po uvolnéni se kobalt v B12
redukuje a pfemériuje na adenosylkobalamin v mitochondriich

a metylkobalamin v cytosolu, kde slouzi jako kofaktorv Dro dvé
BI12-deDendentni reakce. CoA. koenzvm A: THF. tetrahvdrofoldt.
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suplementovan, nedochdzi k deficitu

vitaminu B12 ani jeho aktivni formy.
4) Nejednotny cut-off

Stanoveni holotranskobalaminu je
Casto  doporucovano  predevsim
v tzv. $edé zoné celkového vitami-
nu B12, kterd je uddvdna v rozsahu
150-300 pmol/l, a kdy se predpokla-
d4, Ze stanoveni holoTC je presnéj-

§i a diagnosticky cennéjsi.'! Avsak

i u stanoveni aktivniho B12 je nejed-
notnost v referenénich mezich a pre-
dev$im pak ve spodni hranici, odkdy
jsou vysledky stanoveni holoTC po-
vazovany za patologické. Tato cut-off
hodnota se v ¢eskych laboratofich po-
hybuje od 19 do 38 pmol/l, v zahrani¢-
nich publikacich se ¢asto uvadi jako
mezni hodnota az 50 pmol/l.' Tyto

rozdilné meze jsou ¢aste¢né dany tim,

Vit B12 vs holoTC
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A Graf¢. 1: Vztah celkového vitaminu B12 a holotranskobalaminu - priisetik zndzortiuje
cut-off hodnoty holotranskobalaminu (38 pmol/l) a vitaminu B12 (141 pmol/l) pouzivané v nasi

laboratofi

Casové profily vitaminu B12 jednotlivych pacientii
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A Graf & 2: Casovy profil hladin vitaminu B12 - jednotlivé linie ukazuji na vyvoj hladin
vitaminu B12 u jednotlivych pacientii v casovych intervalech 1, 2 a 3; dernd tucnd linka

predstavuje obecny trend dany medidnem hodnot
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ze hodnoty holoTC se lisi, stejné jako
jiné imunochemické metody, v zavis-
losti na pouzitém testovacim systému.
Avsak jak ukdzal Devalia, interpretace
ziskanych vysledku se li$i nejen mezi
vyrobci, ale i v ramci jedné skupi-
ny, kdy je dosazeno stejné hodnoty."
Takze se zd4, ze i holoTC ma stejnou
$edou zénu jako celkovy vitamin B12,
kdy je interpretace ziskanych vysledka
velmi nejednotnd. V zahrani¢ni litera-
tufe se v pripadé vysledkt v rozmezi
25-50 pmol/l doporucuje stanoveni
nékterého z dalSich markert, jako je
celkovy B12, homocystein ¢i metyl-
malonat."” Nevytraci se vSak timto vy-
hody stanoveni holoTC?

5) Problematika principu stanoveni
Soupravy pouzivaji ke stanoveni B12
znaceny vnitfni faktor. Pfirozené pro-
tilatky proti vnitfnimu faktoru, vysky-
tujici se pri perniciézni anémii, mo-
hou zpusobit fale$né zvysené hodnoty
B12. Je nanejvys vhodné si ovétit, zda
pouzitd souprava je vuci tomuto efek-

tu odolna.

Vysledky pozorovdni:

1. Vyhodnotili jsme soubor 651 pacientt
hematologické poradny s medidnem
véku 68 let (14-98) indikovanych ke
stanoveni vitaminu B12 na zdkladé kli-
nického vysetfeni. Na zakladé regrese
a grafického znazornéni vztahu mezi
B12 a holoTC nelze jednozna¢né fici,
ze by stanoveni aktivni formy, ¢i spise
biologicky dostupné formy vitaminu
B12 ptindSelo vyrazny profit oproti
stanoveni celkového B12 (graf ¢. 1).
Jedna se spiSe o psychické uspokoje-
ni, Ze stanovuji akéni metabolit misto
analytu, ktery vypovida spise o celko-
vych zasobach vitaminu. KdyZz se to
budeme snazit vyjadrit pfesnéji, musi-
me konstatovat, Ze 40 % vzorkd mélo
holoTC nad kritickou hladinou, kdy
by podle VB12 (zasoba) poukazova-
la na deficit. Pti pohledu na druhou

stranu grafu najdeme 18 % vzorkd,
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A Graf & 3: Srovndni hladin celkového vitaminu B12 a holotranskobalaminu u vybranych pacientii — hodnoty vitaminu B12 a holoTC (pmol/I) byly
stanoveny ve tiech Casovych intervalech

kdy holoTC signalizuje depleci, i kdyz

je celkovy VB12 v normé. Naprostym

extrémem je pomér 26, resp. 33 mg/l
holoTC viici hodnoté VB12 vyssi, nez

je horni hranice rozsahu méfeni.

. Literatura uvéadi, Ze nedostatek vita-

minu je provazen klinickymi pfiznaky.
Mezi né patfi i stfedni objem erytro-
cytil. Porovnanim obou skupin vzorka
rozdélenych podle hladiny VBI12 zjis-
time, Ze nedostatkem trpici skupina
mda median 93,3 (62,7-122) a zasob
si uzivajici skupina ma median 92
(58,4-141) fl. Stejny obraz poskytuje
i varianta s holoTC, kdy pacienti s de-
ficitem méli median MCV 92,5 a bez
deficitu 92,1 fl. V obou pfipadech sta-

tisticky nevyznamny rozdil.

. Porovnani s hodnotami Hcy nebylo

provedeno kvuli nizkému poétu vy-
sledkdt v ramci vybraného souboru.
Stranou také zustaly hodnoty ferri-

tinu, receptoru, protoze viceprvkova

analyza zohlednujici nedostatek zeleza
a MCV by asi nic nepfinesla.

. Dale lze porovnat individualnost

hodnot v tom smyslu, ze ve skupiné
jsou pacienti, u nichz lze sledovat
vyvoj v case, a zde by bylo mozno
najit néjaké odpovédi (graf ¢. 2 a 3).
Bohuzel intervaly mezi jednotlivy-
mi odbéry nejsou jednotné, ale 1isi
se pacient od pacienta. Dle lékait
hematologické poradny dostavaji
pacienti indikovani k odbéru pro
stanoveni B12 intramuskuldrné dav-
ku 1 000 mg B12, kterd je opakovana
s kazdou navstévou ordinace. Lze
pozorovat, Ze pacienti si vytvori ja-
kousi individudlni hladinu vitaminu,
ktera se u vétsiny z nich ¢asem prili§
neméni. Rovnéz lze pozorovat jistou
korelaci mezi celkovou hodnotou
B12 a holoTC. Konkrétné Spear-
manuv korela¢ni koeficient mezi

vitaminem B12 a holoTC dosahuje

hodnoty 0,6234 na hladiné vyznam-
nosti P <0,0001.

Jedna zésadni odpovéd je vsak jasna.
Herberttv model, ¢i spise ptistup k pro-
blematice, je z praktického hlediska po-
nékud nelogicky.

Bézné se nehledd deficit vitaminu B12
a s nim spojend anémie, pro kterou jsme
ani nezjistili jeji procentudlni zastoupeni
v celkovém poctu anémii. Hledaji se pre-
devsim pomoci logického pavouka divo-
dy anémie. V ném je anémie z nedostat-
ku vitaminu B12 jednou z mnoha pficin.
Budeme-li se drzet tohoto pfistupu, pak
stanoveni obou variant B12 se stane pii-

nosnym.

Ne vzdy je nedostatek B12 primarni pfi-
¢inou, nybrz jen privodnim projevem,
a spole¢né s udaji z osobni anamnézy

mohou soucasné stanovené hodnoty
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celkového a aktivniho B12 vyrazné pii-

spét k odhaleni pfi¢in anémie.

Nicméné jsou tu i jind zajimavd mista,
na ktera by se nemélo zapominat, mezi né

patii stanoveni VB12 u pacientii pozivajicich

KLINICKA HODNOTA DIAGNOSTIKY

metformin ¢i inhibitory protonové pumpy
a celd oblast neurologie. Naléhavost stanove-

ni pak roste s pfibyvajicim vékem pacientu.

Rddi bychom podékovali MUDr. Adria-
né Heindorfer a MUDr. Lence Walterové

z oddéleni klinické hematologie za pod-
poru a pomoc s vybérem pacientil
a odborné konzultace. Pani Ing. Hele-
né Svébisové za moznost pouziti pres-
né a spravné pracujiciho analyzdtoru
COBAS INTEGRA® 800.

RNDr. Pavel Skrabalek

Oddéleni klinické biochemie a hematologie Turnov, Krajska nemocnice Liberec, a.s., 28. fijna 1000, Turnov

Kontakt: pavel.skrabalek@nemlib.cz

Absolvent Ptirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné. V roce 1988 byl ptijat do kolektivu piijemnych lidi na oddéleni
klinické biochemie v Liberci, vedené MUDr. Lubomirem Dlouhym, a stal se na dlouha léta jeho soudasti. V soucasnosti ptisobi

v laboratofi Krajské nemocnice v Turnové.

RNDr. Jana Hradiska, Ph.D.

Oddéleni klinické biochemie, Krajska nemocnice Liberec, a.s., Husova 357/10, Liberec

Kontakt: jana.hradiska@nemlib.cz

Absolvovala magisterské studium v oboru klinickd biologie a nésledné postgradudlni studium infekéniho lékafstvi na
Ptirodovédecké fakulté Jihoceské univerzity. Od roku 2018 pracuje na oddéleni klinické biochemie Krajské nemocnice Liberec.
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Velmi krdtky pohlad do histoérie -
glykdcia a ,,serendipity“

Ked Samuel Rahbar (1929-2012), v Te-
herdne v roku 1969 zbadal nie¢o ne-
zvycéajné v elektroforetickom obraze
hemoglobinu u diabetikov, netusil, Ze je
iniciatorom jedného z najvacsich obja-
vov v laboratérnej medicine a v diabeto-
l6gii.»* Na rozdiel od dvoch predoslych
opisov podobného nalezu (jeden bol
publikovany v japonéine, autori dru-
hého povazovali zmeneny hemoglobin

za Gcinok tolbutamidu) mal to $tastie, Ze

vdaka dobrym kontakom medzi Irdnom
a USA bol vyslany na $tudijny pobyt
do Albert Einstein College of Medicine
v New Yorku*, kde uz vedeli, Ze existu-
ji malé frakcie hemoglobinu. Princip
»serendipity“ v jeho pripade fungoval**.
Dat dokopy to, ze tieto malé frakcie st
postsynteticky zmenené derivaty HbA,
ze glukoza sa neenzymovo viaze na ami-
noskupiny bielkovin a to, ze diabetici
maji hyperglykémiu, bola uz rutinna
praca a prvy dlhodoby retrospektivny
ukazovatel glykemickej kompenzicie
chorych s diabetes mellitus bol na sve-
te. Od objavu nezvycajného hemoglo-
binu uplynulo o nieco vac ako 50 rokov
a dnes by kazdy chory s diabetes mellitus
(je ich viac ako 500 miliénov na celom
svete) by mal mat tento ukazovatel sta-

noveny v pravidelnych intervaloch.’

‘/- Hemoglobin ma viac volhych aminoskupin, na ktoré sa viazu rozne endogénne

aldehydy (nielen gluk6za) a ketény.

Je to pravda, ale HbA,. je préve ta frakcia, ktord obsahuje viazanu glukézu na termindlnu
aminoskupinu beta retazca hemoglobinu. Iné I4tky viazané na hemoglobin a vazba glukézy
na iné miesta hemoglobinu nemajd ziadny prakticky vyznam pri hodnoteni glykemickej

kompenzécie chorych s diabetes mellitus.

‘ﬁ Je ta reakcia uplne ireverzibilna?

Prvy krok véazby glukézy na hemoglobin je reverzibilny, druhy krok nie. Diskutuje sa
0 enzyme, ktory odstranuje viazanu glukézu z hemoglobinu. Deglykécia HbA,. (ak vobec
existuje) nemd zatial prakticky vyznam pri hodnoteni glykemickej kompenzécie chorych

s diabetes mellitus.

& A ¢o, ak vySetreny ma v krvi iné hemoglobiny (HbF, HbS a iné)?

Fetdlny hemoglobin nemda beta retazec, HbA,. z HbF nevznikd. Hemoglobiny pri
hemoglobinopatidch a talasémidch mozu viazat glukézu, ale nie tak, ako HbA. U klinicky
manifestnych chorych je aj znizena Zzivotnost erytrocytov. Chromatografické metddy
odkryju problém, ale vysledok ani tak nie je pouZitelny pre monitorovanie glykemickej
kompenzécie. Pre prax je dolezité, ze falodny vysledok merania sa vSak vyskystuje aj

u zdravych heterozygotoch.

‘r‘ A ¢o je v pripade skrateného prezivania ¢ervenych krviniek?

Pri hemolytickych anémiéch so skrdtenym preZivanim erytrocytov je poruseny druhy axiom.
Podfa niektorych tdajov je to podobne aj pri sideropenickej (mikrocytovej) anémii. Pre prax
plati, Zze pri koncentréacii hemoglobinu pod 100 g-L' je potrebné vysledok HbA,; hodnotit

opatrne.

‘r_ Glykémie posledné 4 mesiace?

Nie, pretoze kinetika glykdcie je zlozitd a hladina HbA, lepSie odréza hyperglykémie, ktoré
boli 8-12 tyzdnov pred meranim, ako tie, ktoré boli davnejsie.

A Tab. ¢. 1: Provokativne otdzky Certikov a odpovede na ich otdzky
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Vsetko je jasné
(aZ na niekolko detailov)

Dogmatické axiomy glykacie hemoglobi-
nu boli zname uZ na konci 70. rokov mi-
nulého storocia:*

1. Glukoza sa neenzymovo a ireverzibil-
ne viaze na terminalnu aminoskupinu
beta retazca ludského hemoglobinu.
Adukt je mala frakcia HbA,..

2. Zivotnost ¢ervenych krviniek ¢loveka
je 120 dni.

3. Ztoho vyplyva, Ze koncentracia HbA,,
je integrovanym retrospektivnym uka-
zovatelom glykemickej kompenzacie
chorych s diabetes mellitus za posled-

né 4 mesiace.

Certi sa vidy skryvaju v detailoch a ne-
maju radi dogmatické axiémy. Ich pro-
vokativne otazky a odpovede su zhrnuté
v tabulke 1. Pisali sme o nich v Labor
Aktuell uz predtym,>® a preto ich na tom-

to mieste opakujeme len struc¢ne.

Vietko je jasné,
ale vieme to merat?

Prvé dve desatrocia po objave glykacie he-
moglobinu boli v znameni velkého entu-
ziazmu biochemikov a diabetolégov. Ur-
¢ité vytriezvenie prislo az v roku 1993, ked
po ukonceni studia DCCT bol publikova-
ny ¢lanok a nejednotnosti v metodikach
a o potrebe harmonizacie vysledkov do-
siahnutych r6znymi metédami.’ Nasledne
boli realizované narodné $tandardizacné
systémy v USA, Svédsku a Japonsku. Bod-
ku za neistotou a chybanim nadvéznosti
za primarny analyt dala pracovna skupi-
na IFCC v roku 2004."° Problémom bola
definicia primarneho analytu, pretoze
»glykovany hemoglobin“ nie je jedno-
znatne definovand latka a ,HbA, " je
chromatograficka frakcia hemoglobinu A,
ktord okrem formy s glukézou viazanou
na termindlnu aminoskupinu beta retaz-
ca moze obsahovat aj iné primesi. Za pri-
marny analyt bol deklarovany terminalny

hexapeptid hemoglobinu A s viazanou
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SEPARACNE METODY

HPLC A KAPILARNA ELEKTROFOREZA

Tieto metddy delia frakcie hemoglobinu podlia ich néboja a rozmeru. Technologické detaily
jednotlivych metdd sa lidia, ale vSetky st nadviazané na primérny IFCC analyt.

BORONATOVA AFINITNA CHROMATOGRAFIA

Metddy su zaloZené na principe vazby cis-diolovych skupin (v molekuldch glukézy) na nosi¢
a v naslednej eldcii frakcii hemoglobinu. Napriek odliSnému principu by certifikované metdédy
viazané na primarny analyt mali poskytnut také isté vysledky ako HPLC a kapildrna elektroforéza.

Vyhoda separaénych metdéd je to, ze ,,maju oci - vidia“ HbA,,

IMUNOCHEMICKE METODY

Protildtky proti termindlnemu hexapeptidu sa viazu s HbA;; a koncentracia HbA,. sa stanovuje

pomocou turbidimetrie.

Imunochemické metédy sti slepé, ale MAJU DOBRY HMAT

ENZYMOVA - NOVA METODA

Hemoglobin vo vzorke je proteolyticky, natraveny na aminokyseliny. HbA;. ma na termindiny valin
naviazanu glukézu, ktora reaguje s fruktozylvalinoxidézou (FVO) za vzniku peroxidu vodika, ¢o sa
stanovuje Standardnou peroxiddzovou chromogénovou metédou.

Pocet konkrétnych metéd je vysoky, ale vSetky st aplikované na bezné laboratérne

analyzatory a dodané vyrobcami ,,na klic¢“.

A Tab. & 2: Prehlad metdd na stanovenie HbA, !

glukézou. Dnes vietky metddy pouzivané
v praxi su nadviazané na primarny analyt
a preto by mali davat také isté vysledky.
Prehlad metdd, ktoré sa v sucasnosti po-

uzivaju, je v tabulke 2.

Diabetolégovia (hlavne ti mladsi) si po-
stupne zvykli na nové jednotky - na-
miesto % HbA;. mmolgyovaného hexapeptidu)
na MOl (hemoglobinu) zjednodusene
mmol-mol . Harmonizécia a plna nadviz-
nost vSak neznamenajt bezchybné vysled-
ky, pretoze presnost a spravnost vysledkov

nie je zarucena harmonizaciou IFCC.

Po ukonceni IFCC $tandardizécie ta istd
pracovna skupina zacala pracovat na celo-
eurépskom jednotnom hodnoteni kvality
kontroly merani HbA,.. Na poslednom

publikovanom hodnoteni z roku 2018

sa zucastnilo 17 krajin, 2166 laboratdrii
a 24 vyrobcov. V roku 2019 sa tento pocet
zvys$il na 25 krajin a 4000 laboratdrii. Vy-
sledky boli prezentované a publikované
vo forme, ktord je zrozumitelna aj pre od-
bornikov so zdkladnymi vedomostami zo
$tatistiky. Hlavny vysledok projektu bol
zhrnuty do jediného bodu: Celkova chy-
ba merani bola v blizkosti 5 mmol-mol*,
¢o je pre monitoring glykemickej kom-
penzacie chorych dostato¢na (hoci nie
idedlna) presnost. Na dosiahnutie ,,bron-
zovej medaily“*** by ta chyba nemala byt
vyssia ako 3,3 mmol-mol”. Autori projek-
tu konstatovali, Ze v uplynulom obdobi
doslo k zlepSeniu presnosti a spravnos-
ti metdd vadsiny vyrobcov na meranie
HbA,.."? Druhd, velmi dolezitd dimenzia
zlepSenia je pravidelnd externd kontrola

kvality v jednotlivych krajinach.

* Vtedy bol v Irdne pri moci Mohammad Reza Pahlavi, ktory mal dobré kontakty so zédpadnymi

krajinami a USA.

**  Vyraz pochdadza z Perzie (dnes Irdn - aka nahoda?). Ide o bajku o troch princoch Serendipu,
ktori mali schopnost objavit dolezité veci tam, kde sa to vdbec nec¢akalo.

*** Na striebro by bola potrebné chyba do 2 % a na zlato 1 %, ale od toho sme zatial daleko.

*** Pri Studovani odbornej literattiry (az na niektoré vynimky) méa citatel pocit, Ze pocuje pana
cisdra Franza Josefa, ktory pri ndvsteve roznych ¢asti Monarchie vzdy vyhlasil, Zze ,vSetko je
velmi pekné, véetko je velmi dobré, so vietkym som velmi spokojny*.

Dnes to uz vieme merat,
vysledky sti presné a sprdvne,
ale to nestaci.

Na zaklade vysledkov EurAlc moézeme

s kludnym svedomim prehlasit, Ze na do-

dané hodnoty z akreditovanych laboraté-

rif sa da spolahnut. Nemali by sme vsak
zabudnut, ze HbA,  je dolezity nie pre
diabetoldégov, ale predovsetkym pre cho-
rych s diabetes mellitus. To znamena, Ze
rozhodujtca je spolo¢na snaha diabetolé-
ga a chorého dosiahnut dlhodobo dobru
glykemicka kompenzéciu, ¢o je zakladny
predpoklad prevencie komplikacii diabe-
tes mellitus. Ak sledujeme vyvoj novych
liekov a technoldgii, je jasné, Ze tento ciel
by sa dal dosiahnut u kazdého chorého.
Realita je zial ina****. Glykemicka a cel-
kovd metabolickd kompenzacia velkého
poctu chorych s diabetes mellitus nie je
dobra, ¢o ma za nasledok vysokd inci-
denciu a prevalenciu chronickych kom-
plikacii choroby. Prikladom nespravnej
interpretacie pokroku v medicine je ¢asto
opakovana veta z publikdcii a inych ma-
teridlov, Ze ,dany liek znizi HbA,. o ur-
¢ité percenta® Toto tvrdenie je zmato¢né

z viacerych dovodov:

+ Je velky rozdiel, ¢i sa znizuje HbA,,
u zle alebo dobre kompenzovaného
chorého.

o Podla starych jednotiek nevieme,
¢i zniZenie o 5 % je zniZenie z 13 %
na 8 % alebo z 13,0 % na 12,75 %.
Pri novych jednotkach tento prob-
1ém nie je (zniZenie z 65 mmol-mol™
o 5 % je 3,25 mmolmol?, t;j.
na 61,75 mmol-mol™!).

« Hlavnym problémom nie st tieto ma-
tematické zalezitosti, ale to, Ze Ziadny
novy liek a Ziadna nova technoldgia
neznizuje HbA,. ZniZenie HbA,. sa
da dosiahnut len kreativnou interpre-
taciou vysledkov vysetreni, adekvatnou
aplikdciou novych liekov a technoldgii,
edukaciou, komunikaciou a hlavne

spolupracou lekara a chorého.

Rozpor medzi optimistickymi vysled-

kami roznych $tadii a skutocnostou je

KLINICKA HODNOTA DIAGNOSTIKY

mozné riesit pomocou nového pristupu
na zaklade koncepcie ,RWE® (real-word
evidence, evidencie realneho sveta), po-
mocou ktorej sa skumaji konkrétne
ucinky roznych intervencii na bezné kli-

nické vychodiska.”

Dostali sme vysledok HbA .
z laboratoria, ¢o s tym?

Zakladny pristup je velmi jednoduchy.

Prvym krokom je, ¢i vysledok vySetrenia

je v stlade s ostatnymi ukazovatelmi gly-

kemickej kompenzacie. Stale plati pravid-
lo, ktoré sme vyslovili uz pred mnohymi
rokmi:

« Ak je hodnota HbA,. chorého s diabe-
tes mellitus blizko norme, jeho glyke-
mickd kompenzécia je pravdepodobne
dobra, ale nedaju sa vylucit neprijem-
né hypoglykemické epizody. (Kon-
trolovat podla glykémii a rozhovoru
s chorym!).

» Ak je hodnota HbA,, chorého velmi
vysoka, je urcite nedostato¢ne kom-
penzovany, ale HbA,. nedéva infor-
maciu o tom, ¢o je podstata problému.
(Kontrolovat podla glykémii a rozho-
voru s chorym!).

» Hodnoty HbA, v strednom pdsme
neposkytuji  dostato¢ntt  informa-
ciu o jeho glykemickej kompenzacii.
(Kontrolovat podla glykémii a rozho-

voru s chorym!).

Uvedené tri pravidla su platné aj v dobe
stale SirSieho pouzivania kontinudlneho
merania glykémie a ,flash monitoringu®,
ale daju sa lepsie definovat. Boli zave-
dené nové pojmy, z ktorych je najdole-
zitej$i ,TIR - time in range, t.j. ¢asové
obdobie, kedy chory mal glykémie medzi
3,9 a 10,0 mmol-mol™” a mal by byt 70 %
z celkového ¢asu sledovania. Hyperglyke-
mické epizody alebo ,TAR - time above
range“ sa delia na prvy a druhy stupen
(od 10 do 14 a nad 14 mmol-mol! a mali
by trvat menej ako 30 % casu) a hypo-
glykémie, ,IBR - time below range®
menej ako 5 % casu. Tieto kritéria nie st
prili$ prisne a daju sa dosiahnut u kazdé-
ho chorého s diabetes mellitus. Pre urcité
skupiny Iudi (mladi ludia s prvym typom
diabetu a tehotné diabeticky) je mozné
vytycit prisnejsie ciele a pre star$ich dia-
betikov s réoznymi inymi chorobami asi
bude potrebné uspokojit sa s mensim
podielom TIR. Otazne je hodnotenie hy-
poglykémii celkovym ¢asom - lepsie by
bolo udévanie ich frekvencie ako cas. Je
mozné diskutovat o tom, ¢i horna hranica
glykémie 10 mmol-L" pre ,in range* sta-
¢i na prevenciu chronickych komplikdcii.
Systém TIR-TAR-TBR neberie do tvahy
ani rychle vykyvy glykémii, ¢o je prav-
depodobne dolezitym faktorom rozvoja
komplikacii.'* Isté je to, Ze na zaklade me-
taanalyz zvy$enie TIR z 50 na 60 % casu
znizi hladinu HbA,. o0 9 mmol-mol'.®

Naés navrh je zhrnuty v tabulke 3, ale plati,

»Time in range“ 70 a viac %; ,,Time above range“ menej ako 30 %.

Frekvencia a zavaznost hypoglykémii - ¢o najmenej a ak predsa, nie zdvazné.

Hodnoty HbA,; stanovenych spolahlivou metédou v pravidelnych intervaloch.

Idealne do 43 mmol-mol~', uspokojivo do 58 mmol-mol~', neuspokojivo 59-75 mmol-mol-'

a velmi zle nad 75 mmol-mol~’

Poznamky:

U chorych bez CGMS je mozné vychadzat z vysledkov spravne robeného domaceho monitorovania.

Odporticame aj sledovat dlhodoby trend zmien HbA,..

Odporticame sledovat aj variabilitu glykémii.

Nezabudnut, Ze chory s diabetes mellitus nie je len ,glykémia“ - sledovat zmeny hmotnosti, lipidy,

elektrolyty, obli¢kové funkcie a .

A Tab. ¢ 3: Trojka komplexného hodnotenia glykemickej kompenzdcie v ére kontinudlneho

merania glykémie

14 25



i KLINICKA HODNOTA DIAGNOSTIKY

ze ku kazdému chorému je potrebné pri-
stupit individudlne (personalizovana me-

dicina).

Uvedené tri ukazovatele je mozné chapat
aj ako novu formu zndmej ,Joslinovej
trojky®. Ak st vsetky tri ,,kone“ monito-
rovania kompenzdcie stanovené spravne
a hodnotené ako jeden celok, su dané
predpoklady ucinnej a spravnej liecby

kazdého chorého s diabetes mellitus.

Je rozdiel medzi glykémiami
a HbA,, - ¢o treba robit?

Prvym krokom pri diskrepancii medzi
hodnotou HbA,, a glykémiami je zistit, ¢i:
a. je tento problém jednorazovy alebo sa

opakuje a ¢i

b. je HbA,. vyssi alebo nizsi, ako by sa
dalo ocakévat podla glykémii

Ak rozdiel nie je konzistentny a nie st
pritomné rudivé faktory, ktoré menia
kinetiku glykacie (skratena doba Zivo-
ta krviniek, hemoglobinopatie aj v he-
terozygotickej forme a i), je potrebné
verit hodnote HbA,. Zvlast ziludnd je
situdcia, ak st glykémie relativne dobré
a HbA,. vysokd, na ¢o sme uz upozorni-
li pred 30 rokmi.* Tito Tudia st ohrozeni
rychlym vyvojom chronickych kompli-
kacii. Ak je diskrepancia konzistentna, je
potrebné konzultovat s odbornikmi a sta-
rostlivo patrat po rusivych faktoroch. Pri
merani HbA;. imunochemickymi me-
tédami odportacame urobit HPLC alebo
kapilarnu elektroforézu, a analyzovat jed-

notlivé frakcie hemoglobinu.

Vo vicsine pripadov sa diskrepancie
medzi HbA,, a glykémiami daju objas-
nit a vyrie$it komunikdciou medzi dia-
betologmi a odbornikmi z biochemic-
kych laboratérii. V odbornej literattre
sa v poslednej dobe objavili prace, ktoré
sa snazia tieto problémy riesit vedecky.
Ide o pojmy Haemoglobin Glycation
Index (HGI, index glykacie hemoglo-
binu) a Glycation Gap (Ggap, glykac-
nd medzera).'*"” V prvom pripade ide
o vypolet pomeru medzi o¢akdvanou
glykémiou pocitanou z HbA,. (Estima-
ted Avergae Glucose EAG) a priemerom
z glykémii za ur¢ité obdobie, v druhom
o ich rozdiel. Buducnost ukdze, ¢i tieto
ukazovatele maju skuto¢ny vyznam pri
hodnoteni glykemickej kompenzicie
a prognozy rozvoja chronickych kompli-

kacii diabetes mellitus, alebo nie.

prof. Oliver Racz, M.D., Ph.D.

Ustav patologickej fyziologie, Lekarska fakulta, UPJS. Cumulus s.r.0. biochemické laboratérium

Kontakt: olliracz@gmail.com

Vyskum v oblasti diabetes mellitus a antioxida¢nej ochrany organizmu. Vyskum modernych ukazovatelov lipidového
metabolizmu, zrdzania krvi a inych parametrov klinickej biochémie. Monografia: ,,Glykohemoglobin a glykované bielkoviny
pri diabetes mellitus“ (1989 — ocenend cenou Slov. literarneho fondu). 16 kapitol v 7 inych monografiach, z ktorych dve boli
ocenené. 2 kapitoly v medzinarodnych monografiach, Vedecké prace v zahrani¢nych ¢asopisoch, zbornikoch 67. Vedecké

préce domacich ¢asopisoch a zbornikoch 127. Citacie: viac jako 650. Clen redakénej rady eJIFCC (electronic Journal of
Internal Federation of Clinical Chemistry. Clen medzinarodného poradného zboru ¢asopisu Diabetologia Hungarica
a Orvosi Hetilap (Madarsko). Vykonny redaktor Laboratérna diagnostika.
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Piehled metod a principu stanoveni HbA,,

(redakcni prispévek) %é,:a
S

Tento prispévek poskytuje stru¢ny piehled riznych metod méfeni HbA, .. Obecné existuji dvé hlavni kategorie me-
tod. Prvni zahrnuje metody, které jsou zaloZeny na rozdilu v naboji molekul, jako jsou kationtoméni¢ova vysoce
ucinnd kapalinova chromatografie (CE-HPLC) a kapilarni elektroforéza. Druhd kategorie se sklada z metod zaloZenych na strukturdlnich
rozdilech, jako jsou afinitni vysokoucinna kapalinova chromatografie (afinitni-HPLC) a imunochemické testy. Jednim ze zakladnich roz-
dilt mezi typy je, Ze u metod zaloZzenych na rozdilech nabojti je nutné kvili spravnému vypoc¢tu HbA, . vyloucit vechny nefyziologické
formy, zatimco u metod zalozenych na strukturalnich rozdilech tomu tak neni. K tomu musi byt metody jako CE-HPLC schopny iden-
tifikovat v§echny pritomné varianty Hb a jejich glykované formy, coz mtize byt problematické vzhledem k tomu, ze véechny molekuly se
stejnym elektrickym nébojem budou eluovany ve stejném reten¢nim case.! To miize ovlivnit specificitu testu a pravé tento potencialni
nedostatek specificity brani prijeti CE-HPLC jako referen¢ni metody pro systém IFCC a podnitil vyvoj alternativnich metod.?

Prehled principii stanoveni HBA .

HbA,. metody

Rozdilny naboj

©0—©

pozitivni naboj negativni naboj

Strukturalni rozdily

= Afinitni HPLC
= Latexové testy

= Vlysoce vykonna kapalinové chromatografie na katexu (CE-HPLC)
= Kapilarni elektroforéza (CE)

= Imunochemické testy
= Enzymatické testy

Referencni metoda

Pracovni skupina IFCC pro standardizaci HbA,, se chopila vyvoje referen¢ni metody, kterd do té doby chybéla. Ta v prvnim kroku
$tépi hemoglobin na peptidy pomoci enzymu endoproteinazy Glu-C a ve druhém kroku se oddélené neglykované N-terminal-
ni hexapeptidy ziskaného fetézce rozdéli a kvantifikuji pomoci HPLC a elektrosprejové ioniza¢ni hmotnostni spektrometrie nebo
dvourozmérnym postupem, vyuzivajicim HPLC a kapilarni elektroforézu s UV detekci [nejdiive provede HPLC (1. separa¢ni krok),
dale separaci jednotlivych eluati pomoci kapildrni elektroforézy (CE, 2. krok separace), nasledovanou spektrofotometrickou detekci
pfi 214 nm, tj. kombinace HPLC-CE]. Oba principy poskytuji shodné vysledky. HbA,. se méfi jako pomér mezi glykovanymi a ne-
glykovanymi hexapeptidy. Pouzivaji se kalibratory sestavajici ze smési vysoce purifikovaného HbA;. a HbA,. Analytické parametry
referen¢ni metody byly hodnoceny mezinarodni siti referen¢nich laboratofi, zahrnujici laboratote z Evropy, Japonska a USA. In-
terkomparacni studie sité ukazaly vynikajici vysledky s intralaboratornimi CV v rozmezi 0,5 az 2 % a mezilaboratornimi CV 1,4 az
2,3 %. Mozné interference byly peclivé prozkoumadny. Kviili vyssi specificité referenéni metody jsou vysledky niz$i nez ty, které jsou
generovany vét§inou soucasnych komerénich metod, véetné nejcastéji pouzivanych imunochemickych a HPLC metod. Popsana
referen¢ni metoda byla schvélena ¢lenskymi spole¢nostmi Mezinarodni federace klinické chemie a laboratorni mediciny a polozila

zaklad pro budouci jednotné standardizace rutinnich testt HbA,. po celém svété.?

Kapildrni elektroforéza

Kapildrni elektroforéza je metoda zaloZend na néboji, kterd byla nedédvno ptizptiisobena testovani HbA,.. Hemoglobinové frakce se
separuji v kiemikovych kapildrach pri vysokém napéti na zakladé jejich elektroforetické pohyblivosti a elektroosmotického toku.*

Frakce hemoglobinu se detekuji spektrofotometricky.
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CE-HPLC

Fyziologické Hb varianty v HPLC na katexu. Cim kladnéji je molekula nabita, tim delsi je retencni éas.
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Stanoveni HbA, iontoméni¢ovou chromatografii je zaloZeno na separaci elektrickym nabojem. Za fyziologickych podminek je volna
aminoskupina v termindalnim valinu B-fetézce kladné nabitd. Tento kladny néboj je ztracen v disledku glykace, ale také v dusledku
dalsich aprav. Metody zaloZené na elektrickém naboji (iontoménicova chromatografie a kapilarni elektroforéza) proto mohou poten-

cidlné podléhat interferenci dalsich modifikaci (napt. karbamylace, acetylace, varianty atd.).

Chromatografie na katexu zpozduje kladné nabité kationty, protoze stacionarni faze predkladd za-
porné nabitou funkéni skupinu. VSechny latky se stejnym nebo podobnym nabojem se objevi
pod stejnym vrcholem, coZ znamend, Ze varianty hemoglobinu, které migruji bud' s HbA,,,
nebo HbA,, mohou zpisobit podhodnoceni nebo nadhodnoceni HbA,..> Schopnost de-
tekovat — ,vidét“ — varianty u HPLC neni spolehliva, protoze mnoho latek migruje se

stejnym elu¢nim vrcholem.®

vevrs

molekula, tim déle zistava ve sloupci.

Afinitni HPLC

Afinitni chromatografie oddéluje molekuly na zakladé jejich chemické struktury. Pro méfeni glykovaného hemoglobinu se pouzivaji
komer¢né dostupné afinitni kolony, které obsahuji imobilizovanou kyselinu fenylboritou.” Kyselina borita reaguje s cis-diolovymi

skupinami v sacharidovych zbytcich GHb (viz obrazek), které zahrnuji skupiny e-aminolysinu.

Afinitni HPLC detekuje celkovy glykovany hemoglobin, ze kterého se HbA, vypocitavd.”

e e Proces probihajici v koloné Chromatogram
@@@ Pred nanesenim vzorku -

RPN S
@®®—> i ot o
Vo gkt 7,
YYYYYYYYYY SRR 0D e
Glykovany hemoglobin je vazan, prvni v eluatu tl !: Ni i‘:I h#m :h'Eif:ﬂ

se objevi neglykovany hemoglobin @ »l
—>®@ e J " neglykované
@ @ -/"L‘ 7 bl

@ @ @ ? ? ? : ull Vsechny glykované
Y Y Y YYYY hemoglobiny, nejenom

HbA

N-koncové fruktosyldipeptidy z p-fetézce. Methemoglobin je spektrofotometricky kvantifikovan pro vypocet celkového hemoglo-

Glykovany hemoglobin je eluovén jako druhy

a tvoii druhy vrchol @ @
— ® o
Ove

YYYYYYYYYY

Enzymatické

Enzymatické metody jsou zaloZeny na enzymatické kvantifikaci fruktosyldipeptidti pomoci fruktosylpep-

tidoxidazy. PInd krev je hemolyzovana a hemoglobin je pfeménén na methemoglobin. Proteindza uvoliuje

binu. Fruktosylpeptidoxidaza odstépi fruktosyldipeptidy, které vedou k produkci peroxidu vodiku. Peroxid vodiku v kombinaci se

substratem a peroxiddzou vytvaii specifickou barvu, ktera je kvantifikovana spektrofotometricky a je umérna koncentraci HbA, .2

N-terminalni B-retézec

' I ' " Fru-Val-His-Leu-Thr | s | FrU-VaI-Hi!LGU-Thr |

Krevni Met Azido Fruktosyl- .
buriky m—p Hb  m— Hb r— met Hb r— peptid > H,0, =P Zabarveni

(N N M b1

Hemolyzaéni Oxidacni Stabilizaéni Proteaza Enzym fruktosyl- Bod detekce
agens agens agens peptid oxidaza a zména zabarveni
- Prvni reakce Druha reakce
RlbEe (méfeni Hb) (méfeni HbA, ;)
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Jak je stanoven HbA . testy na bdzi latexovych cdstic?

Testy na zdkladé latexovych castic 1ze provadét na velkych automatizovanych systémech nebo na zatizenich POC (Point-of-Care).

U zatizeni POC je mozné pouzit jak kapilarni krev z odbéru z prstu, tak vendzni krev, nanesenou p¥imo do reakéni komory.

Jak se stanovi HbA . imunochemickymi metodami?

Imunochemické metody umoznuji specifické a automatické stanoveni HbA,. na rutinnich analyzitorech klinické chemie a POC za-
fizenich. Pouzivaji protilatky, které jsou namifeny proti aminoterminalni peptidové sekvenci B-fetézce s jeho glykovanou valinovou
skupinou. IFCC definuje HbA, jako BN1-deoxyfruktosyl hemoglobin.’ Existuje fada komer¢nich imunotesttl. VSechny jsou navrzeny

pro specifické stanoveni HbA,, ale mohou se lisit v po¢tu aminokyselin, které protilatka rozpoznava (obvykle 4-10 aminokyselin).

Roche gen. 3 B -

—
Stanoveni Tina-quant Hemoglobin Alc Gen. 3 je zaloZeno na turbidimetrické inhibi¢ni imunoanalyze
(TINIA) pro hemolyzovanou plnou krev. GHb (HbA,.) ve vzorku pacienta reaguje s anti-HbA . protilatkou
za vzniku rozpustnych komplext antigen-protilatka. ProtoZe misto pro vazbu specifické protilatky (epitop)
je na molekule HbA, pfitomno pouze jednou, nedochazi k tvorbé nerozpustnych komplexii. Polyhapteny (vice epitopti) pridané v dal-
$im stupni reaguji s prebyte¢nymi anti-HbA, protildtkami za vzniku nerozpustného komplexu protilatka-polyhapten, ktery Ize stanovit
turbidimetricky. Uvolnény hemoglobin v hemolyzovaném vzorku se stanovi spektrofotometricky.’® Metodu lze pouZit na analyzato-
rech COBAS INTEGRA 400 plus, cobas ¢ 111, cobas ¢ 311, cobas ¢ 501, cobas ¢ 502. Systémy cobas ¢ 501/502 disponuji specialni susici
stanici pro vzorkovou jehlu zajistujici bezpe¢né pipetovani plné krve v ramci stanoveni HbA . U analyzatort cobas ¢ 513 (specialni pro

stanoveni pouze HbA, s kapacitou 400 vzorki/hod.) a cobas ¢ 503 je pritomna specialni vzorkova jehla pro plnou krev.

Imunoanalyza (turbidimetrickd) - Roche

Vzorek Hemolyza Hb reakce probiha Tvorba (HbA,.)
v té stejné kyveté komplexu
Zadna enzymaticka Celkovy Hb Celkovy HbA,,
hemolyza -

zpusobuje nepiesnost % a Sl jednotky

LITERATURA

Pokrokové pristrojové vybaveni ROCHE: stanoveni HbA . - laboratorni i POCT

cobas ¢ 503

Vynikajici vykon a snadné ovladani. Novd analytickd jednotka cobas ¢ 503 nabizi vSe, co potfebujete pro vytvoreni novych standardu

v oblasti spolehlivosti, idrzby a efektivity.

>200 aplikaci klinické chemie v¢etné HbA;, méfeni z plné krve ¢i hemolyzatu a pipetovani specialni vzorkovou jehlou
Fotometricka technologie s kapacitou az 1000 testt za hodinu

SonicWash, stanoveni sérovych indexii, detekce srazenin

Bezkontaktni ultrazvukové michani

60 pozic pro reagencie cobas ¢ pack green s automatizovanou spravou, tj. na¢itani a automatické vykladani kazet s ¢inidly béhem

provozu a pohotovostniho rezimu

cobas b 101

cobas b 101 je diagnosticky systém in vitro navrzeny ke kvantitativnimu stanoveni % HbA,. (DCCT / NGSP) a mmol/mol HbA,,

(IFCC) v lidské kapilarni a venozni plné krvi fotometrickym métenim. Odhadovand primérnd hladina glukdzy je vypocitana systé-

mem cobas b 101. Systém je urcen pro profesiondlni pouziti v prostfedi klinické laboratore nebo v misté péce o pacienta.
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ngsp.org/interf.asp (accessed October 2013).

Hematology 2013;34:594-604.
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4. http://www.sebia.com/en-EN/produits/capillarys-hb-alc Accessed Oc- 8. Jaisson S, Desmons A, Renard B, et al. Clinica Chimica Acta 2014;
tober 24, 2017. 434:48-52.

5. Bry L. Clinical Chemistry 2001;47:153-163. 9. Topic E. Biochemia Medica 2014; 24(Suppl 1):S1-S78.

10. Roche Diagnostics Method Sheet/Package Insert (English).
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Na zacatek jeden pribéh...

Pan Franti$ek prozival klidna léta svého diichodu na venkovské chalupé spolecné se

svoji Zenou. Pred 4 lety mu sice diagnostikovali cukrovku, kviili které musel pravidel-

né dojizdét ke svému praktickému 1ékari na kontroly, ale to mu nevadilo. Dodrzoval

pfedepsanou dietu a diabetickou 1é¢bu a aZ na ob¢asné pobolivani a brnéni nohou se

citil velmi dobie. Vysledky pravidelnych méfeni glykemie nala¢no byly vidy uspokoji-

vé a neukazovaly Zadné vykyvy nebo zvySené hladiny krevniho cukru. Jeho manzelka,

byvala zdravotni sestra, v§ak védéla, Ze diabetes neni dobré podcenovat a Ze brnéni

koncetin muze souviset pravé s touto nemoci. Proto pozadala znamého diabetologa,

aby provedl manzelovi doplikova vySetfeni pro potvrzeni, Ze jeho zdravotni stav je -

i pfes pfitomnost diabetu - uspokojivy.

Co by mél diabeticky pacient védét
o glykovaném hemoglobinu

MUDr. MONIKA KAMARYTOVA
ROCHE s.r.0., Diagnostics Division

Vysledky viak ukazaly néco zcela jiného:
»Méfeni nam potvrdila, ze nemate dob-
fe kompenzovanou cukrovku. Jiz mini-
malné 1,5 roku jste mél byt lécen zcela
jinak. Zjistili jsme u vas tzv. diabetickou
neuropatii dolnich koncetin, coz je jedna
z mnoha komplikaci diabetu.“ Pan Alois
odchazel od lékafe Sokovan. Jak je to
mozné? Vidyt hodnoty glykemie nala¢no
mél vzdy dobré!

Glykemie nestaci

Vsichni pacienti s diabetem védi, ze mé-
feni glykemie (stanoveni hladiny krevni-
ho cukru) patii mezi zdkladni laboratorni
vysetfeni u kazdého diabetika. Hodnoty
glykemie jsou rozhodujici jak pro sta-
noveni diagndzy diabetu, tak pro urceni
vhodného lé¢ebného postupu. Soucasné
umoznuji lékafi pribézné sledovat aktual-
ni stav pacienta a monitorovat diabetickou
1é¢bu. Nicméné glykemie vzdy odrazi stav
organismu pouze v dany okamzik odbéru
krve a nepodava souhrnnou informaci
o tom, co se v téle pacienta odehralo nebo
odehrava béhem poslednich mésict 1écby.

Existuje vSak laboratorni vysetfeni, které
dokaze velmi dobie zachytit a ukazat, jak
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télo v uplynulych 2-3 mésicich se svymi
cukry hospodatilo. A tim je vySetfeni tzv.

glykovaného hemoglobinu.

Co je glykovany hemoglobin?

Zacneme u latky, kterd je zcela nezbytna
pro nas zivot a pro nase dychdni. Je to he-
moglobin. Hemoglobin je ¢ervené krevni
barvivo pfitomné v éervenych krvinkach.
Zpusobuje typicky cervené zabarveni
krve a diky nému prenaseji nase krvinky
kyslik po celém téle. Po chemické strance

se jednd o bilkovinu.

Cervené krvinky pluji krvi a dostavaji
se pti tom vzdy do kontaktu s krevnim
cukrem (glukdzou). Cést tohoto cukru
se vaze na hemoglobin a zistdvd s nim
uvniti krvinek trvale spojena. Obecné
se d&j, kdy se glukdza véze na bilkovinu,
nazyva glykace a takto ,oslazené bil-
koviny“ se nazyvaji glykované bilkovi-
ny. V ptipadé hemoglobinu vede vazba
glukdzy ke vzniku glykovaného hemo-
globinu.

I ¢lovék bez diabetu ma ¢ast svého hemo-

globinu vzdy glykovanou.

Proc je glykovany hemoglobin
vyjimecny?

Z nékolika davodu:

1. Glukoza se vaze na hemoglobin vidy
umérné své koncentraci v krvi (tedy
¢im vyssi jsou hladiny glukézy v krvi,
tim vice se ji navaze na molekulu he-
moglobinu, a naopak).

2. Pokud se zvy$ené hladiny glykemie
objevuji Casto, stdle vice glukozy se
navazuje na hemoglobin a hodnoty
glykovaného hemoglobinu tak stou-
paji.

3. Vytvorend vazba glukdzy na hemo-
globin je nevratnd, trva po celou
dobu zZivota Cervenych krvinek. Tedy
az do doby, nez dojde, spolu s he-

moglobinem, k jejich pfirozenému

Podrobné vysledky mezilaboratornich studii externiho hodnoceni kvality
stanoveni HbA,; v evropskych laboratofich® a vysledky programu CAP-NGSP*
v letech 2017 az 2018 ukazuji u standardizovanych rutinnich metod méreni,
zalozenych na principech iontové a afinitni HPLC, na kapilarni elektroforéze,
na enzymové barevné reakci a na imunoanalytickych postupech schopnost
dosazeni pozadavki IFCC na analytickou kvalitu méfeni, a sice mezilehlé
preciznosti CV < 3 % a bias < 2,0 mmol/mol. Pravidelné EHK cykly glykovaného
hemoglobinu spoleénosti SEKK demonstruji rovnéz vysokou celkovou tispésnost
ucastnika (> 95%), a to jak pro HPLC metody, tak pro imunochemické metody

(www.sekk.cz).

Vysvétlivky: CAP: College of American Pathologists. NGSP: National Glycohemoglobin
Standardisation Program. HPLC: High Performance Liquid Chromatography, vysokotlaka
kapalinovd chromatografie. CV: Coefficient of Variation, varia¢ni koeficient. EHK: Externi
hodnoceni kvality. SEKK: Stiedisko pro externi kontrolu kvality

SYMPTOMY DIABETU
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NASLEDKY DIABETU

Onemocnéni o¢f
/

Poskozeni
perifernich nervii

W m Kardiovaskularni
choroby
& g
a—— \./
)
Hlad Podrazdénost Zizen Unava
&)
&
()
Bledost Poceni Casté moceni  Rozmazané vidéni
Onemocnéni
‘@' ledvin
S 72
(J
Poruchy koordinace Ospalost Bolest hlavy Sucho v Ustech

pohybt

‘@& 6 |

rozpadnuti (doba Zivota ¢ervenych kr-
vinek je cca 120 dni).

4. Zméfenim glykovaného hemoglobinu
tak Ize ziskat zpétné informace o tom,
jaké byly hodnoty glykemie za posled-
nich 6 tydnt, coz je doba polocasu

rozpadu hemoglobinu.

Vyznam a diileZitost
glykovaného hemoglobinu

Vsechny bilkoviny (proteiny) v lidském
téle (nejen hemoglobin!) maji schopnost
vazat na sebe molekuly glukézy. A to
i proteiny, které tvori stény cév, véetné

v

téch nejjemnéjsich vlase¢nic.

Pokud je hladina glukézy opakované
zvy$ena a lécbou nedostatecné kom-
penzovand, proteiny v cévnich sté-
niach se ptisobenim glukdzy postupné

naru$i a prestanou plnit svoji funkci.

(

~Diabeticka
noha“ - nehojici
se chronické rany

Vysledkem je pozvolné a zpocatku ne-
ndpadné poskozovani cév u fady dile-
zitych organt, jako jsou napf. ledviny,
o¢ni sitnice, mozek nebo dolni konceti-
ny. Timto zptsobem dochazi k tzv. po-

zdnim komplikacim diabetu.

Je dilezité védét, jakou tlohu ma glyko-
vany hemoglobin v téle kazdého diabeti-
ka: Glykovany hemoglobin slouzi jako
velmi presny ukazatel stavu vSech ostat-
nich bilkovin (proteini) v téle. Jeho
hodnoty pfedpovidaji moiny vznik
chronickych komplikaci diabetu. Léka-
Flim i pacientlim soucasné dava moznost
cilené sledovat vyvoj diabetu a spravnost
jeho lécby.

Glykovany hemoglobin vyjadiuje miru
rizika rozvoje komplikaci u cukrovky.
Proto je velmi presnym ukazatelem
spravné 1é¢by a dlouhodobé kompenza-
ce diabetu (DM).

Jak se glykovany hemoglobin
meéri?h’

Lékarti oznacuji glykovany hemoglobin od-
bornou zkratkou HbA,.. K jeho vySetfeni
sta¢i kapka krve z prstu pacienta. Na rozdil
od jinych béznych vySetfeni nemusi byt
pacient nala¢no. Jeho hodnoty nelze ogalit
prechodnou dietou nebo delsim hlado-
vénim pied odbérem. Glykovany hemo-
globin ma totiz vybornou pamét a odrazi
hodnoty krevniho cukru po celé obdobi
4-6 tydnu pred provedenim vySetfeni.

Hodnoty HbA| se ptivodné dle standar-
dt IFCC (Mezinarodni federace klinické
chemie a laboratorni mediciny) vyjadro-
valy v procentech (%) - jako mnozstvi
glykovaného hemoglobinu z celkového
mnozstvi hemoglobinu v krvi. Napt. hod-
nota HbA . = 10 % znamenala, Ze 10 mo-
lekul ze 100 molekul hemoglobinu bylo

glykovéano (propojeno s glukozou).
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Od roku 2012 se v Ceské republice pou-
zivaji jednotky mmol/mol, pficemz pre-
pocet je velmi jednoduchy (opét dle stan-
dardir IFCC) - hodnota v mmol/mol je
vidy desetinasobkem ptivodnich hodnot.
Priklad: HbA,. = 50 mmol/mol (ptivodné
5 %).

U zdravého ¢lovéka maji byt hodnoty
HbA,. mezi 28-40 mmol/mol.

U diabetického pacienta se rozlisuji

3 hladiny HbA,,, které vyjadfuji stupen

kompenzace cukrovky:

1. hodnota do 43 mmol/mol - vyborna
kompenzace diabetu

2. hodnota 43-53 mmol/mol - uspoko-
jiva kompenzace diabetu

3. hodnota nad 53 mmol/mol - ne-

uspokojiva kompenzace diabetu.

Jak éasto se md HbA ;. mérit?!2

Pacienti s DM léceni dietou: 1x ro¢né.

Pacienti s DM léceni diabetickymi léky
ve formé tablet: 1x ro¢né (pokud jsou
dobie kompenzovéni); 2x ro¢né (pokud

jsou $patné kompenzovani).

Pacienti s DM 1léceni inzulinem:
2-4x ro¢né (pokud jsou dobfe kompen-
zovani); 4x ro¢né (pokud jsou $patné
kompenzovani).

Téhotné pacientky s DM: 1x mési¢né.

V ptipadé gesta¢niho diabetu mellitu (té-

hotenskd cukrovka, ktera po gravidité

odezni) je HbA . méné spolehlivym ukaza-
telem kompenzace cukrovky. Zejména pri
anémii z nedostatku Zeleza, ktera je v tého-
tenstvi ¢astd, mohou byt hodnoty glykova-
ného hemoglobinu falesné vyssi. Zvyseny
HbA,. v§ak miize odhalit nedodrZovani
lé¢ebného rezimu v situaci, kdy kontrolni

hodnoty glykemie vychazeji v normé.

MUDr. Monika Kamarytova
ROCHE s.r.0., Diagnostics Division
Kontakt: monika.kamarytova@roche.com
V diagnostické divizi spole¢nosti Roche piisobi jako Medical and Scientific Affairs Manager. V sou¢asné dobé mezi jeji
nejoblibenéjsi konicky patfi ticho, hory, malovani a hra ,Two Dots".
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ZKUSENOSTI Z LABORATORI

Stanovenie HbA,, je neoddelitelnou suc¢astou monitorovania stavu diabetikov. Je zna-

me, Ze riziko diabetickych komplikacii, ako su diabeticka nefropatia a retinopatia, sa

zvy$uje s nedostatonou metabolickou kontrolou. HbA,. predpoveda vyvoj diabetic-
kych komplikacii u pacientov s diabetom. [metodicky list Roche ku A, -3]

Prave preto je nesmierne dolezita kvalita poskytovanych testov, aby sledovanie kom-

penzacie diabetu bolo spolahlivé.

Praktické skusenosti
so stanovenim HbA,; so supravou
A.,.-3 na cobas c 501

RNDr. KATARINA LEPEJOVA

Oddelenie klinickej biochémie, hematoldgie a imunoldgie, Cumulus s.r.0., KoSice

Ked nage laboratérium Cumulus s.r.o.,
Kosice prechadzalo v roku 2016 z analy-
zatora COBAS INTEGRA 800 na analy-
ticky systém cobas® 6000 (2 x ¢501), mali
sme najvicie obavy, ¢i bude zachovana
kontinuita a kvalita vySetreni HbA,.
Ako sa v8ak ukdzalo, s pouzivanim 3. ge-
nerdacie Tina-quant Hemoglobin A, (sta-
novenie HbA . zaloZené na turbidimet-
rickej inhibicii TINIA v hemolyzovanej
plnej krvi) sme ziskali jednu s najstabil-
nej$ich a najspolahlivejsich metéd na
cobas® 6000.

Na nasom pracovisku vyuzivame obidve
aplikacie - zhemolyzatu (manudlna prip-
rava hemolyzatu), aj z plnej krvi (auto-

matické priame stanovenie — hemolyzat

si pripravi analyzator sam) z tej istej ka-
zety. Obe aplikdcie s $tandardizované
podla IFCC prepocitané aj na DCCT/
NGSP.

Medzi najvédcsie vyhody tohto postupu
patri moznost stanovit HbA . nielen z ve-
ndznej krvi, ale aj u pacientov, ktori pridu
iba na kapildrny odber. Dokazeme spra-
covat aj velmi malé mnozstvo zilnej krvi,
ktoré nesta¢i na automatické priame sta-
novenie z plnej krvi a ruénou pripravou
hemolyzatu zachranime vzorku, takze

odber sa nemusi opakovat.

Napriek tomu, ze pri metdde z hemoly-
zatu potrebujeme rucne napipetovat len
5 ul vzorky, je jej spolahlivost porovnatel-

na s aplikdciou z plnej krvi.

Aplikaciu z plnej krvi (RWD3) sme za-
¢ali pouzivat 12. 10. 2016 a z hemolyzatu
(RHD3) 14. 11. 2016. Zistili sme, Ze obe
metddy st nesmierne robustné hlavne
z hladiska stability kalibrécii, ktoré pod-
la nasich skusenosti presahuji odpori-

¢ania vyrobcu. Za uplynulé 4 roky sme

Sf;i!‘ig‘::t:;‘m A, RHD3 RWD3 RHD3 RWD3
norm (PN HbA,,) 690542 69054200 265811 26581100
Cielova hodnota [%] 5,24 5,28 5,60 5,70
SD 0,31 0,32 0,34 0,34
Namerané hodnoty
Priemer [%] 5,30 5,29 5,60 5,68
SD 0,16 0,15 0,18 0,17
Pocet merani 94 97 71 71
Maximum 5,67 5,72 6,25 6,03
Minimum 4,95 5,01 5,19 5,33
Bias [%] 1,1 0,2 0,0 -0,4
CV [%] 3,03 2,84 3,24 2,95

A Tab. ¢ 1
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A Obr. ¢& 1: ZIté body zobrazujii prekrocenie +1 sd (limit pre nase laboratérium je +2 sd). Nad, resp. pod hranicou 2 sd sa nenachddza ani jedno

meranie kontrolného materidlu

ani raz neboli nuteni na zaklade prie-
beznych kontrol kvality k nadbytoc¢nej
rekalibracii. Metdda tak uSetri material

aj starosti.

Priebeh vysledkov sledovania internej
kontroly kvality na tyzdennej baze uka-
zuje na velkd stabilitu naprie¢ réoznymi

$arzami kaziet.

Vzhladom na poziadavky diabetologov
vydavame vysledky v dudlnom vyjad-
reni - t. j. v mmol/mol (podla IFCC) aj
v % (podla DCCT/NGSP). Od spuste-
nia 12. 10. 2016 ku dnu 31. 5. 2020 sme
vySetrili 12 687 testov v aplikacii z plnej
krvi (RWD3) a od 14. 11. 2016 ku dnu
31. 5. 2020 sme vykonali 11 233 merani
aplikaciou z hemolyzatu (RHD3).

Z kedysi komplikovaného a svojou
pracnostou priam odstrasujuceho spo-
sobu stanovenia glykovaného hemo-
globinu sme sa postupne dopracovali ku
vyuzivaniu stabilnej, spolahlivej a kom-
fortnej metdédy merania HbA;, v dvoch
aplikaciach.

RNDr. Katarina Lepejova

Oddelenie klinickej biochémie, hematolégie a imunolégie, Cumulus s.r.o., Kosice

Kontakt: lepejova.katarina@gmail.com
Pracuje ako $pecialistka pre vySetrovacie met6dy v klinickej biochémii, Cumulus, s.r.o., KoSice. M4 viac ako 130 p6vodnych
vedeckych a odbornych prac v domécich a zahrani¢nych periodikach a zbornikoch. Od roku 2007 je ¢lenkou vyboru
Slovenskej spoloc¢nosti klinickej biochémie (SSKB). Hobby: literatira, hudba - zakladajtica ¢lenka spevackeho zboru

Collegium Technicum, film, méda - navrhy a realizicia odevov, cestovanie, plavanie, lyZovanie, tanec. Krédo: ,,Ked mozes,
pomdz a nerob inym to, ¢o nechces, aby ini robili tebe.
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Glykovany hemoglobin (HbA,.) je rutinné vyuZivany parametr pro sledovani kom-

penzace glykemie u pacientii s diagnézou diabetes mellitus.! V fadé zemi je také vy-

uzivan jako diagnosticky marker pro toto onemocnéni.? Efektivni vyuziti HbA, je

ovSem limitovano jeho analytickou nejistotou® a omezenimi vyplyvajicimi z pfitom-

nosti abnormalni formy hemoglobinu, intravaskularni hemolyzy, ztraty krve a dal-

$ich stavi. Na pfesnost vysetieni HbA,. jsou tudiz kladeny pomérné vysoké naroky.*

Proto je velmi Zadouci vyvoj metodiky stanoveni a sniZovani analytické nejistoty to-

hoto markeru.

Porovnani vysledkii metod HbA,,
na analyzatorech D-10 (Bio-Rad)
a cobas® 8000 ¢ 502 (Roche)

Mgr. ONDREJ WIEWIORKA
Oddeélenti klinické biochemie FN Brno, Brno

HbA,. je méfen celou s$kdlou analy-
tickych principt. V CR je dominantni
predev§im iontoméni¢ovd HPLC, ale
objevuji se i afinitni chromatografie,
imunoanalytické metody, enzymatické
metody, kapildrni elektroforéza a sucha

chemie.®

V této studii jsme se zabyvali porovna-
nim rutinni iontoménicové HPLC me-
tody na analyzitoru D-10 (Bio-Rad)
s inhibi¢ni imunoanalytickou metodou
na analyzatoru cobas® 8000 modulu ¢ 502
(Roche).

Materidly a metody

Sbér vzorki pacientt pro studii probihal
na pracovisti Fakultni nemocnice Brno
od 14. 5. 2020 do 5. 6. 2020. Do porov-
nani bylo zahrnuto 112 vzorkd pacientt,
které byly v uvedeném obdobi rutinnim
zpusobem vySetfeny pro hodnotu HbA,,
na analyzatoru D-10 (Bio-Rad) pomoci
reagen¢niho setu D-10 Dual Program
Reorder Pack. Dal$i faktory jako vék,
diagndza, pohlavi a podobné nebyly
zohlednény. Materialy byly po rutinnim
vySetfeni ulozeny vlednici pti4-8 °C (sta-
bilita parametru HbA,, je alespon 7 dni
pti této teploté). Po ukonceni rutinniho

provozu byly vzorky v odpolednich ho-

dinach roztfepanim homogenizovany

a analyzovany na cobas® 8000 ¢ 502 me-
todou HbA,. TQ Gen. 3 (Roche).

S kazdou sérii vzorkd probéhlo méfeni
dedikované kontroly kvality na kazdém

z analyzatoru (viz tabulka 1).

Ke spolehlivému urceni hodnoty bias
a posouzeni stability reagencii metody
HbA,. TQ Gen. 3 na palubé pristroje byly
poutzity referencni lyofilizované materialy
vzorkil A i B cyklu KD2/20 fy SEKK. Ci-
lové hodnoty a jejich rozsifené nejistoty
byly 38,2 (Uxy = 0,6) a 70,1 (Upy = 1,1)
mmol/mol. Kazdy z materialti byl mé-
fen v péti opakovanich na analyzatoru
cobas® 8000 modulu ¢ 502 v den 1 a poté
ve ¢tyfech opakovéanich v den 11 (viz ta-
bulka 2). Stabilita resuspendovanych ma-
terialt byla zajiSténa jejich zamrazenim
vden 1 na-20°C.
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A Obr. 1: Porovndni obou metod pomoci sériové analyzy pacientskych vzorkii

y = -1,5189 + 0,9906 x

Usek -1,5189

95% interval spolehlivosti

-2,5125 t0 -0,3150

Smérnice 0,9906

95% interval spolehlivosti

0,9700 to 1,0125

Cusumulv test linearity

Bez statisticky vyznamné odchylky linearity (P>0,10)

A Tab. 1: Rovnice regrese a jeji intervaly spolehlivosti
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Ke statistickému vyhodnoceni byl vyuzit
program MedCalc verze 9.3.2.0. Korelace
byla vyhodnocena dle Passinga a Babloka
(1983)” a korela¢ni koeficient vypocéten
dle Pearsona. K hodnoceni byly vidy
pouzity hodnoty HbA,, definované dle
IFCC [mmol/mol]. Pfepocet jednotek
IFCC a DCCT (NGSP) je mozné provést

dle nasledujici rovnice:

DCCT(%) = 0,0915 * IFCC(mmol/mol)
+ 2,15

Vysledky
Porovnani vzorkt pacientii probéhlo cel-

kem v 7 sériich po dobu 19 dni a zahr-

nuje 112 méfeni na kazdém z pristroju,
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AVERAGE of HbA:: D10 and HbA:. Roche [mmol/mol]

A Obr. 2: Bland-Altmaniv rozdilovy graf s vysledky porovndni vzorkii pacienti

Systém cobas® 8000 ¢ 502 (Roche) D-10 (Bio-Rad)
Kontrola PreciControl HBA,. Norm/Path Diabetes Control (Bio-Rad)
Lot 412160 412161 33991 33992
Exspirace 28. 2. 2021 30. 6. 2021

Cilova hodnota 40,6 98,2 35 84
14. 5. 2020 41,8 90,4 36 86
20. 5. 2020 41,7 92,2 36 87
21.5. 2020 40,8 93,3 36 90
25. 5. 2020 38,1 90,7 36 84
3. 6.2020 39,0 89,1 35 83
4. 6. 2020 38,7 89,8 37 86
5. 6. 2020 39,1 90,5 37 88
Prameér 39,9 90,9 36,1 86,3
Bias -0,7 -7,3 1,1 2,3
Bias% -1,8 -7,5 3.3 2,7
SD 1,52 1,43 0,69 2,36
CVo% 3,73 1,46 1,97 2,81

A Tab. 2: Vysledky méteni interni kontroly kvality na kazdém z analyzdtorii

38 L4 3-412020

viz obrazek 1. Rovnice linedrni regrese
véetné 95% intervalil spolehlivosti jsou

zaznadeny v tabulce 1.

Hodnoty HbA,, vzorkil pacientt se po-
hybuji v rozmezi 33-108 mmol/mol
pomoci iontoménicové HPLC metody
na analyzatoru D-10 (Bio-Rad) a v roz-
mezi 29,5-104 mmol/mol pomoci meto-
dy HbA,. TQ Gen. 3 (Roche).

Vysledky, které analyzator poskytoval
po dobu studie, byly vzdy v povoleném
rozmezi definovaném kazdym z vyrobcti

kontrolnich materidld, viz tabulka 2.

Cilové hodnoty referen¢niho materiélu,
jednotlivé namérené hodnoty i statistické
vyhodnoceni druhé ¢asti studie, shrnujici
bias a stabilitu reagen¢niho setu HbA,,
TQ Gen. 3, jsou uvedeny v tabulce 3.
Materialy KD2/20 (SEKK) byly rozpus-
tény dle instrukci pro uzivatele Roche,
tedy v 0,25 ml deionizované vody. Cilové
hodnoty obou materialtl byly ziskany re-

feren¢ni laboratoti (European Reference

Referenéni KD2/20 A ‘ KD2/20 B
material [mmol/mol]
UAV 82 | 70,
Den HbA,;. TQ Gen. 3
1 39,3 73,2
1 39,8 72,1
1 41,6 73,2
1 41,5 72,4
1 40,7 73,4
Pramér den 1 40,6 72,9
CV% den 1 2,51 0,79
Bias% den1 6,23 3,94
11 39,9 71,9
11 40,4 72,3
11 40,1 72,5
11 38,9 74,2
Pramér den 11 39,8 72,7
CV% den 11 1,63 1,39
Bias% den 11 4,25 3,74

A Tab. 3: Vysledky hodnocent bias

a stability reagencniho setu HbA,. TQ
Gen. 3 (Roche) pomoci referencnich
materidlil z fy SEKK

Laboratory for Glycohemoglobin), s me-
trologickou navaznosti na referen¢ni me-
todu IFCC (Winterswijk, Nizozemsko).®
Parovy t-test ukdzal shodu dat pro dny
lalluvzorkd AiB.

Diskuse

Porovnani vysledktt HbA,. u pacient-
skych vzorkd ukazuje velmi dobrou sho-
du obou metod - statisticky nevyznamny
rozdil smérnice a mirny negativni bias
reagencni soupravy Roche v priméru
o 2,1 mmol/mol HbA,.. Pokud ptihléd-
neme k prubézné méfenym internim
kontrolam kvality, kdy analyzator D-10
vykazuje mirny pozitivni bias oproti re-
feren¢ni hodnoté a analyzator ¢ 501 ne-
gativni, mtizeme usoudit, Ze je tento bias

tvofen parcidlné obéma metodami.

Analyza referen¢nich materidli naopak
ukazuje mirny pozitivni bias reagenc-
ni soupravy Roche v den instalace setu
do ptistroje a jeho kalibrace i po desiti
dnech. Tato nekonzistence s predchozi
casti studie muize byt vysvétlena jinou po-
vahou matrice obou materiali. Zatimco
soubor pacientskych vzorki tvofi nativ-

ni krev, referen¢ni materidly dodévané

ZKUSENOSTI Z LABORATORI

firmou SEKK jsou lyofilizaty. Problema-
tika efektu matrice je v pripadé glykova-
ného hemoglobinu dosud hojné diskuto-
vana. V CR se tento problém projevoval
predevsim u nékterych POCT analyzato-
ri HbA,, coz bylo od roku 2017 kompen-
zovano pouzitim materidlt nativni krve.
Presto, mirné odchylky u laboratornich
pristroji se u nds dosud neprojevily nej-
spiSe i diky dostate¢né $iroké maximalni
povolené odchylce pfi hodnoceni EHK
fy SEKK. Béhem nékolika poslednich let
ovsem doslo k zdZzeni tohoto intervalu
z +20 % na soucasnych +12 %. Dalsi zuzo-
vani povoleného intervalu nardzi na sou-
¢asné technické moznosti analyzy. Evrop-
ska srovnavaci studie EURAAAIG, jiz se
ztéastnila pravé i CR v roce 2019, uka-
zuje vys$$i pramérny bias i CV% u lyofi-
lizdta (bias = +1,1 mmol/mol HbA,,
CV = 6,2 % oproti analyze plné krve %)
(bias = +0,4 mmol/mol HbA,., CV =4,6 %).’

Pro laboratofe s mensim objemem vzor-
ki k vySetfeni HbA,. muze byt dilezitd
stabilita reagencii na palubé. Tabulka 3
ukazuje shodné vysledky méfené v den
vloZeni reagencie do pfistroje a poté
po 10 dnech. Vysledky ukazuji statistic-
ky nevyznamny rozdil cilovych hodnot

(parovy t-test) i varia¢nich koeficientd

(parovy F-test). Kvili malému mnozZstvi
referen¢niho materidlu nebylo mozné pro-
vést vétsi pocet opakovani, aniz bychom
se vyhnuli michdni jednotlivych lahvicek,
ovéem slouc¢enim obou skupin bychom
ziskali bias +2,0 mmol/mol a CV 2,3 %
pro vzorek A a bias +2,7 mmol/mol
a CV 1,0 % pro vzorek B.

K nespornym vyhoddm feSeni fy Roche
patfi vyuziti stavajictho automatického
fotometrického analyzatoru, takZe neni
tfeba zakupovat/pronajimat dalsi pristroj
a fesit souvisejici agendu - prostorové
naroky, adrzbu, zagkoleni personalu, do-
kumentaci. Soucasna tfeti generace re-
agencnich set je dostupna pro pristroje
cobas b 101, ¢ 501/502, ¢ 513, ¢ 311/111,
Integra, ¢ 503.

Zaveér

V této praci jsme demonstrovali, Ze i tak
rozdilné metody pro stanoveni HbA,,
jakymi jsou iontoménic¢ova HPLC a inhi-
bi¢ni imunoanalyza, mohou poskytovat
dobrou korelaci. Pozadavky na analytic-
kou kvalitu metody HbA;. TQ Gen. 3
(Roche) vyhovuji sou¢asnym ceskym

i mezindrodnim pozadavkiim.

Mgr. Ondiej Wiewiorka

Oddéleni klinické biochemie FN Brno, Jihlavské 20, Brno, Katedra laboratornich metod, LE, Masarykova univerzita,
Kamenice 735/5, Brno, supervizor EHK SEKK pro cykly KD (glykovany hemoglobin) a GHP (glykovany hemoglobin POCT),

Za Pasazi 1609, Pardubice

Kontakt: wiewiorka.ondrej@fnbrno.cz
V roce 2012, ihned po ukonéeni studia na PfF MU v oboru biochemie, nastoupil na usek rutinnich metod OKB EN Brno.
V rdmci své préce se dile vénoval POCT, analyze mocového sedimentu a lékovym interferencim. Od roku 2017 pracuje
na useku specidlnich metod, kde se mimo jiné zabyva atomovou spektrometrii a chromatografickymi metodami.
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Popri prebiehajucej pandémii virozy COVID-19 s klinicky podobnymi symptémami

(akidtne respiracné ochorenie) a ¢iastoc¢ne aj podobnymi epidemiologickymi charak-

teristikami (kvapdckovo prenasana infekcia, pdvodne antropozoondza Siriaca sa dalej

interhumannym prenosom) zostava chripka jednou z najvicsich vyziev v oblasti verej-

ného zdravia na svete.

Vyuzitie cobas® Liat® System
v diagnostike chripky

J. PREDNY', M. DUBINOVA!, M. STRAKA!, A. LONGAUEROVA,
A. KRAJCIKOVALV. CUCAK?, M. NOVOTNY*, P. JARCUSKA*4,

K. VLCKOVA3, A. LIPTAKOVA!

! Mikrobiologicky tistav, Lekdrska fakulta, Univerzita Komenského a Univerzitnd nemocnica, Bratislava, SK;
2 Roche Slovensko s.r.o, Bratislava, SK; * I Internd klinika, Lekdrska fakulta, Univerzita Komenského

a Univerzitnd nemocnica, Bratislava, SK; * Klinika infektolégie a cestovnej mediciny, Lekdrska fakulta
Univerzity Pavla Jozefa Safdrika a Univerzitnej nemocnice L. Pasteura, Kosice, SK
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Tzv. ,Spanielska chripka, spdsobend
virusom chripky A (subtypom HIN1)
zo zaciatku 20. storocia s takmer 50 mi-
liénmi odhadovanych obeti na Iudskych
zivotoch zostdva redlnym prikladom
katastrofickej pandémie bez moznosti
efektivnej intervencie zo strany ludstva
v tej dobe. Najvicsia mortalita v nej pos-
tihovala predovsetkym kohorty malych
deti, ale aj seniorov (Taubenberger JK,,
2006). Situicia s celosvetovym $irenim
pandemickych kmernov chripky typu

A sa opakovala aj v dalsich desatrociach

Pristroj

19 cm

11,4 cm

Kompaktni
a pfenosny PCR system
ur¢eny pro testovani
v misté péce o pacienta

A Obr. ¢. I: cobas® Liat® System

(chripka azijska, hongkonska, ruska,
vtacia), naposledy v roku 2009 to bola
pandémia tzv. “prasacej chripky® (takis-
to subtyp HIN1) (Fitzgerald DA., 2009).
Podobne ako je to pri vaznom priebehu
COVID-19, obete infekcie pandemicky-
mi kmenmi chripky zomieraji najcas-
tejSie na tazky zdpal pluc sprevadzany
masivnou ,cytokinovou burkou“ ako pri
sepse. Okrem globalneho S$irenia pande-
mickych kmenov virusu typu A, ktoré
sa objavuju sporadicky a bez sezonality,
prebiehaju kazdoro¢ne sezénne epidémie
chripky vyvolavané virusmi oboch typov
A a B. Vznikaju v chladnych mesiacoch
roka a ohrozujui predovsetkym seniorov
a osoby so zniZenou imunitou, pokial
neboli véas zaockované aktualnou vakci-
nou. Aj toto ochorenie méze mat vazny
priebeh. WHO odhaduje, ze kazdy rok
sa globdlne objavi az 1 miliarda pripadov
ochoreni vyvolanych virusmi chripky.
Asi 5 miliénov z nich st zavazné pripady,
ktoré vedu k 290 000 az 650 000 imrtiam

Diagnosticka stprava Testy

= FluA
Flu B

= Flu A,
Flu B,
RSV

= C. diff
= Strep A

Flexibilni jednordzovd zkumavka
o velikosti tuzky obsahuje
vSechna analyticka ¢inidla -
pouze se aplikuje vzorek

A Obr. ¢ 2: Odber nazofaryngedlneho
vyteru

sivisiacim s respiranym postihnutim

v dosledku tazkého priebehu chripky

(WHO, 2019). Nova stratégia, ktora vy-

vinula WHO pre chripku, plati vo velkej

miere aj pre COVID-19. Ma dva hlavné
ciele:

1. Vybudovat silnejsie kapacity kazdej
krajiny na sledovanie a manazment
choroby, prevenciu, kontrolu a pri-
pravenost. Na dosiahnutie tohto ciela
ziada, aby kazda krajina mala pris-
posobeny chripkovy program, ktory
prispieva k narodnej a globalnej pri-
pravenosti a zdravotnej bezpecnosti.

2. Vyvinut lep$ie nastroje na prevenciu,
odhalovanie, kontrolu a lie¢bu chrip-
ky, ako st i¢innejsie vakeiny, antiviro-
tika a lie¢bu, s cielom ich spristupne-

nia pre v$etky krajiny.

V sulade s touto stratégiou a s potre-
bou rychlej diferencidlnej diagnostiky
pri akitnych respiraénych ochoreniach
(ARO) sme s podporou ROCHE a za ak-
tivnej pomoci kolegov z I. internej kliniky
LF UK v Univerzitnej nemocnice v Bra-
tislave, rovnako aj Kliniky infektologie
a cestovnej mediciny LF UPJS v Univer-
zitnej nemocnici L. Pasteura v KoSiciach
zaviedli ,Point-of-Care testy (POCT
alebo ,bedside testy®) na rychly mole-

kularno-geneticky dokaz RNA virusov
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A Obr. ¢. 3: Priprava vzorky na diagnostiku pomocou cobas® Liat® System. 1. nanesenie eludtu
vzorky do suipravy, 2. identifikdcia siipravy so vzorkou, 3. vloZenie diagnostickej stipravy

s nanesenou vzorkou do pristroja

chripky A a B v individualnych vzorkach.
Tieto real time PCR (rt PCR) testy maji
vodi véetkym inym virologickym metd-
dam (kultivacia, priamy dokaz antigénu
vo vyteroch, sérologia) vysoku analytic-
ku senzitivnost a $pecifickost, a v spojeni
s expresnou analyzou ihned po odbere
biologického materialu najvyssiu klinic-
ka plauzibilitu.

Metéda

Diagnostika v skuSobnom rezime pre-
biehala od oktobra 2019 do méja 2020,
¢ize v obvyklom obdobi chripkovej se-
z6ny a pocas pandémie COVID-19.
Ako klinicky materidl bol pri 89 pa-
cientoch s podozrenim na chripku odo-
braty nazofaryngealny vyter (obr. ¢. 2),
ktory bol vlozeny do univerzilneho
transportného média a bezprostredne
analyzovany bez potreby transportu
a skladovania. Povodcovia chripky su
obalené RNA virusy, ktoré su v§eobecne
citlivé na vonkajsie faktory prostredia,
preto bezprostredna analyza materidlu
po odbere zvySuje vyznamne moznost
pozitivnej detekcie ich genetického
materidlu. Detekcia virusu chripky vo
vzorke prebiehala pomocou stprav co-

bas® Influenza A/B Assay na pristroji

cobas® Liat® System. Supravy umoznu-
ju dokaz pritomnosti virusu chripky
vo vzorke pomocou multiplex rt PCR
prostrednictvom reverznej transkripcie
virusovej RNA do komplementarnej
DNA a jej naslednej amplifikdcie s che-
miluminiscen¢nou detekciou produktu.
Pristroj je maly, kompaktny, plnoau-
tomatizovany a umoZznuje nendroc¢nu
obsluhu (obr. ¢. 3) (identifikdcia ob-
sluzného pracovnika a vzorky, nanese-
nie eluatu vzorky do supravy, vloZenie
a identifikdcia diagnostickej supravy
s nanesenou vzorkou do pristroja, stia-
hnutie alebo odoslanie vysledku do la-
boratérneho informa¢ného systému),
expresny proces analyzy (20 minut)
a presny vysledok (obr. ¢. 4). Nie je ur-

ceny na sériové vySetrenia.

A Obr. ¢. 4: Vyhodnotenie testu
pomocou cobas® Liat® System (chripka A
nedetegovand, chripka B pozitivnd)
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Subor pacientov

VySetrenie bolo indikované a vykonané
na zéklade symptomov ARO pri vyset-
reni v prijimacej ambulancii I. internej
kliniky LF UK v Univerzitnej nemocnice
v Bratislave. Jednalo sa vo vacsine pripa-
dov o osoby vo vy$$om veku. Subezne
prebiehalo vySetrovanie pacientov s ARO
na Klinike infektoldgie a cestovnej medi-
ciny LF UPJS v Univerzitnej nemocnici

L. Pasteura v KoSiciach.

Vysledky

V UN v Bratislave bola chripka typu
A diagnostikovana u 9 (13 %) pacien-
tov, chripka typu B u 7 (10 %). Zvysnych
53 (77 %) vzoriek bolo negativnych. Vi¢-
$ina testovanych boli muzi, a to 42 (61 %).
Z toho pozitivnych bolo 11 (6 - typ A,
5 typ B). Z 27 (39 %) testovanych Zzien
bolo pozitivnych 5 (3 - typ A, 2 - typ B).
Priemerny vek pacientov, u ktorych bola
diagnostikovana chripka A/B, bol 60 ro-

kov.

V UNLP v Kosiciach bolo realizovanych
20 vysetreni, u troch pacientov bola po-
tvrdena chripka (15 %), z toho chripka
typu A bola potvrdend u dvoch muzov
(10 %) (78 a 48 rokov) a chripka typu B
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bola zachytena u jednej Zeny (31 rokov).
Vysledky boli konfirmované aj z NRC pre
chripku. Do NRC pre chripku bol odo-
slany celkovo materidl od 10 pacientov,
pri¢om vsetky vysledky korelovali s nasi-
mi vysledkami - 7 negativnych, 2x chrip-
ka A a 1x chripka B.

3x sa nepodarilo analyzovat vzorku, av-
$ak u jedného pacienta bolo pouzité iné
transportné médium, ako je odporucané.
Podiel diagnostikovanych a potvrdenych
pacientov z oboch pracovisk je znazorne-

ny na obr. ¢. 5.

Diskusia

POCT je definované ako klinické diag-
nostické testovanie na mieste starostli-
vosti alebo v jeho blizkosti - to znamena
v Case a mieste bezprostrednej starostli-
vosti o pacienta (ambulancie, nemocnic-
né oddelenia a pod.) (Liptdkova A. et al.,
2019). Rychle POCT molekularno-ge-
netické (MG) testy zalozené na dokaze
$pecifického useku RNA virusov chripky,
ako aj ich paralelné druhové odliSenie
uz do 20 minut po odobrati vzorky od
pacienta predstavuju velmi vyznamny
pokrok v klinickej virologickej diagnosti-
ke. POCT testovanie je idealne pre triaz
pacientov pocas epidémie, za ucelom
zacat pripadnu raciondlnu liecbu takmer
ihned po prijati a/alebo moznost vykonat
preventivne protiepidemické opatrenia
bezprostredne po prvotnom vysetreni
pacienta podobne, ako sme tomu v tych-
to dnioch svedkami pri boji s pandémiou
COVID-19. Navyse, v pripade dokazanej
pritomnosti virusu chripky v odobra-
tom klinickom materidli pomocou MG
POCT je mozné odoslat rovnaku vzor-
ku vyteru nosa a/alebo hrdla na izolaciu
virusu v ramci racionalnej a komplexnej
diagnostiky v laboratériu Nérodného
referenéného centra (NRC) pre chrip-
ku tak, ako to odporu¢a WHO vo svojej

B chripka A

chripka B [l negativne

nediagnostikované

A Obr. ¢ 5: Podiel diagnostikovanych pacientov s podozrenim na chripku z UN Bratislava

a UNLP v Kosiciach

aktudlnej stratégii. Tieto nasledné kom-
plexné vySetrenia si sticastou plnenia
epidemiologického sledovania za u¢elom
typizacie sezoénnych, resp. odlidenia pri-
padnych pandemickych kmenov (izolacia
virusu na bunkovych kultarach, identifi-
kacia virusovych izolatov hemaglutinac-
no-inhibi¢nym testom, molekuldrno-
biologické metddy a pod.). Diagnostika
v NRC je vykonavana primdrne v ramci
sledovania, nie pre klinicku diagnostiku,
a zahfna aj vySetrenia z odberov inych
vzoriek na komplementarne analyzy,
napr. vy$etrenia krvi (séra) na pritomnost
$pecifickych protilatok (ELISA, komple-
ment-fixa¢na reakcia) (UVZ SR, 2020).
V tomto pripade sa v odobranej vzorke
vySetruju protilatky proti viacerym res-
piratnym patogénom vratane chripky.
Pri chripke ide vSak o viac-menej retros-
pektivne, ale nie klinické vySetrenie, na-
kolko ako pozitivny nalez sa hodnoti len
vyznamny (signifikantny) ndrast hladiny
protilatok v druhej vzorke séra odobratej
v odstupe niekolko dni, resp. az do dvoch
tyzdnov. Hladina protildtok stanovena
iba v prvej vzorke teda nie je dokazom

aktudlne prebiehajuicej infekcie chripky.
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Bazalna hladina antivirusovych protila-
tok stanovend v prvej vzorke moze byt
len rezidudlna po prekonani predchadza-
jucich infekcif chripky, alebo po predcha-
dzajucich ockovaniach proti chripke. Pre
pacienta a rovnako aj lekdra nepredstavu-
je bezprostredny prinos pri diagnostike
a lie¢be ARO, ani signifikantny ndrast
hladiny S$pecifickych protilatok. Vzhla-
dom na potrebu ¢asového odstupu medzi
oboma odbermi krvi a charakteristicky
priebeh chripky ako akdtneho ochorenia
je vysledok pre klinické vyuzitie k dispo-
zicii oneskorene, na rozdiel od priameho
rychleho testu, akym je nami zvolené MG
vySetrenie vzorky z nosohltanu, resp. al-

ternativne dokaz antigénu v nom.

Hoci diagnosticka senzitivnost testovania
v na$om subore 89 pacientov bola ovplyv-
nend nastupom pandémie COVID-19
(povinné nosenie ruska a iné protiepi-
demické opatrenia ovplyvnili zdsadne aj
$irenie virusov chripky a inych respirac-
nych patogénov), adherenciou zdravot-
nickeho persondlu k vySetreniu (napr.
rozdielny vztah lekdrov k vyuzivaniu

automatu na POCT) a stbor pacientov

bol relativne maly, vysledky boli pozoru-
hodné - az 22 % analyzovanych vzoriek
(celkovo 19) bolo pozitivaych. Zaroven
zaujimavy bol aj vysoky podiel diagnos-
tikovanych kmenov virusu chripky B
voci typu A (8/11). Pre porovnanie — pri
izolatoch, ktoré diagnostikovali urady ve-
rejného zdravotnictva v SR za chripkovi
sezénu 2018 - 2019, bol pomer 3/254.

Zaver

Zavedenie MG POCT diagnostiky vi-
rusov chripky A a B bolo jednoznac¢ne
velkym prinosom v rdamci klinickej diag-
nostiky ARO na oboch nasich pracovis-
kach a bolo vdaka zvolenej platforme aj
relativne jednoduché, rychle a spolahlivé.
Zaroven sa tym zabezpecilo naplnenie
prijatej globalnej stratégie WHO u nds.
Velmi zaujimava sa ndm javi perspek-
tivna moznost paralelného vySetrovania
vzoriek od pacientov s ARO na chripku
A/B a SARS-CoV 2 na nami odskusanej
platforme cobas® Liat® System v nasledu-
jucej chripkovej sezéne 2020 — 2021 tak,
ako to avizuje ROCHE.

RNDr. Jan Predny

Mikrobiologicky ustav, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského a Univerzitna nemocnica, Bratislava, SK
Kontakt: jan.predny@fmed.uniba.sk
VS pedagég na Mikrobiologickom tstave LF UK a UN Bratislava. V minulosti viedol spolo¢nost HPL (stikromné mikrobiologické
laboratdria), predtym aj zasttipenie zahrani¢nej spolo¢nosti v oblasti laboratérnej diagnostiky. V stikromi sa okrem rodiny

a priatelov venuje svojim stredodzijskym vl¢iakom, domu, zdhrade a koni¢kom - nduénej literatire, umeniu, historii, architektire

a cestovatelstvu.
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Na oddéleni lékafské mikrobiologie Slezské nemocnice v Opavé se vénujeme PCR
(polymerase chain reaction) metodam jiz od roku 2008. Tyto metody jsou zalozeny
na replikaci nukleovych kyselin, pii niz se vytvofi aZ nékolik milioni kopii vzorového
fragmentu DNA ¢i RNA. Béhem let se citlivost pouzitych metod a pfistrojové moZnosti
postupné zdokonaluji, a to i v nasi laboratofi. Nase laborator prochazi akreditaci kazdé

dva roky, jedna se o audit II, ktery provadi NASKL. Kazdy rok jsme tcastnici externiho

hodnoceni kvality v§ech metod, které jsou dostupné.

Testovani chiipky A/B pomoci
systémil cobas® Liat® (Lab In A Tube)

Mgr. EVA HABUROVA, Ing. KRISTYNA VALKOVA

Oddélent lékai'ské mikrobiologie Slezské nemocnice v Opavé

VySetteni virtl Influenza A a B PCR me-
todou jsme zavedli zacatkem roku 2019.
Tuto metodu u nds provadime strojovou
izolaci pomoci magnetickych kuli¢ek, na-
sledovanou zpétnou transkripci a analy-
zou pomoci RT-PCR. Cely postup zabere
v priméru 4 hodiny (odviji se od poctu

vzorku).

Koncem roku 2019 jsme dostali od fir-
my Roche nabidku na umisténi pristroje
cobas® Liat® do nasi laboratore. Jeho po-
uzivani nasledné zkratilo dobu vySetre-
ni na zhruba 25 minut véetné pripravy.
Zkraceni doby vySetfeni je velkym pii-
nosem v diagnostice a 1é¢bé u pacientd

zejména na stanicich ARO a JIP.

Manipulace s pristrojem je velice jedno-
duchd a intuitivni. Jednd se o uzavfeny
systém vySetfovani, coz vyrazné snizu-
je riziko kontaminace jak vzorku, tak
i okoli. Pfed spusténim analyzy se pouze
napipetuje vhodny objem vzorku do re-
agen¢ni kazety. Ostatni préci, véetné vy-
hodnoceni a reportu vysledku, provede

piistroj.

Do ¢ervna 2020 jsme na pristroji cobas®
Liat® provedli 124 analyz z celkového
poctu 531 vzorki prijatych na oddéle-
ni. Na pristroji jsme detekovali 15 vzor-
ki pozitivnich, 106 vzorkil negativnich
a 3 nevalidni. Tyto tfi chybné analyzy
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byly zpusobeny nevhodnym odbérem.
Po novych odbérech byly uz tyto vzorky

negativni.

Na nasledujicim grafu je zndzornéno pro-
centualni zastoupeni zpracovanych vzor-
ki chiipky jednotlivymi metodami v ob-
dobi od prosince 2019 do ¢ervna 2020.

Od bfezna 2020 vyznamné zasah-
la. do chodu laboratofe pandemie
SARS-CoV-2. V tuto dobu jsme ocenili
¢asovou nendro¢nost pristroje cobas®
Liat®, ktery ndm i pfi velkém mnozZstvi
vzorkt na SARS-CoV-2 umoznil zpraco-

vavat také vzorky chripky.

Hodnoty nad jednotlivymi sloupci v gra-
fu ukazuji pocet zpracovanych vzorkd
na SARS-CoV-2. Je patrné, Ze po pro-
puknuti pandemie procento zpracova-
nych vzorki chfipky pomoci cobas® Liat®
stoupalo, az dosahlo hodnoty 100 % v po-

slednich mésicich.

Chripka a SARS-CoV-2 maji obdobné
priznaky a sezonni vyskyt. Z téchto dtvo-
di o¢ekdavame na podzim vysoky ndriist

pozadavki na tato vySetfeni.

Firma Roche prichdzi na trh s kombi-
naci detekce obou téchto virti v jednom
kitu, coz napomize rychlejsi diagnos-

tice.

Pocty vysetfeni SARS-CoV-2
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A Graf ¢ 1: Procentudlni zastoupeni zpracovanych vzorkii chiipky jednotlivymi metodami
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A Obr. ¢ 1: Nase laborator A Obr. & 2: Prdce s kitem

A Obr. ¢. 3: Pozitivni vzorek / negativni vzorek / invalidni vzorek

Mgr. Eva Haburova

Oddéleni lékai'ské mikrobiologie Slezské nemocnice v Opavé

Kontakt: eva.mitrengova@snopava.cz

Pracuje na oddéleni lékarské mikrobiologie, kde je vedouci tiseku molekuldrni biologie zabyvajicim se vySetfovanim ptivodct
virovych a bakterialnich onemocnéni metodou real-time PCR. Dtive pracovala na ZU se sidlem v Ostravé na oddéleni
fyziologie a psychologie prace. Mimo préci, kterd je jejim velkym koni¢kem, rdda cestuje, lyZuje, pece a schdzi se s prateli.

Ing. Kristyna Valkova

Oddéleni lékarské mikrobiologie Slezské nemocnice v Opavé

Kontakt: kristyna.valkova@snopava.cz

Pracuje na oddéleni 1ékar'ské mikrobiologie Slezské nemocnice v Opavé, kde se zabyva zejména vySetfovanim piivodctt

virovych a bakteridlnich onemocnéni metodou real-time PCR. Dfive pracovala na Ustavu hematologie a krevni transfuze

v Praze na oddéleni molekularni biologie, kde se zabyvala buné¢nym chimerismem pacientti po alogenni transplantaci

kmenovych bunék kostni dfené a periferni krve. Jesté pod svym rodnym jménem Pegovd byla spoluautorkou nékolika ¢lanka

a piispévkia na konference, jez se tykaly vySetfovani bunééného chimerismu. |
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Na panelu pozitivnich vzorki jsme testovali rizné soupravy a popisujeme je hlavné

z hlediska citlivosti a dale z pohledu hodnoticiho vyvoje odpovédi v ¢ase. Nové mame

zafazeno i testovani prvnich dvou dostupnych automatickych metod. Vedle toho jsme

oveérili citlivost jedné soupravy chromatografické, za idealnich podminek v laboratofi.

Po diskusi nastiniujeme diagnostické schéma sérologickych testd, které doplni pfimy

prikaz v dal$im vyvoji epidemie COVID-19. Prace obsahuje i souhrn nabizenych sé-

rologickych metod.

Zkus$enosti s riznymi metodami
stanoveni protilatek proti
SARS-CoV-2 v oddéleni spoleénych
laboratofi Nemocnice Havlickiv
Brod v dubnu az kvétnu 2020

MVDr. VACLAV FEJT

Nemocnice Havlickiv Brod, ptispévkova organizace OKB
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Uvod

Zakladni metodou diagnostiky onemoc-
néni COVID-19 je pfimy prikaz virové
RNA. Pro mnozstvi pfipadi a vzniklych
otazek vyvstava potfeba principidlné
jiného vySetfeni. Na pocatku leto$ni
epidemie jsme zkusmo objednali fadu
souprav, které byly chvatné vyvijeny
a ¢asto k nim chybély tdaje o specifi-

té a citlivosti. Také v literature se pise’

A Struktura koronaviru

o chybéjicim dozoru FDA. Rada téchto
objednéavek nakonec nebyla realizovana,
naopak do zdravotnictvi bylo ,vrZeno®
velké mnozstvi imunochromatografic-
kych rychlych testl. V této situaci se
v nasi spadové oblasti objevila dvé dob-
fe popsand ohniska a fada sporadickych
ptipadu, ¢imz vznikl panel pozitivnich
vzorkl, na kterém jsme prezkouse-
li i soupravy, které se na trhu objevily

pozdéji.

Studie je zaméfena na citlivost vzhle-
dem k zachytu novych ptipadu ¢i celych

ohnisek.

Principidlni zdklady
sérologickych testii

Antigenni skladba viru SARS-CoV-2 se-
stava z antigenu hrotového (spike - S),
obalkového (envelope - E), matrixového
(M) a nukleokapsidového (N).

Zjistované protilatky mohou byt tridy
IgG, IgA, IgM nebo celkové (total).

Metodicky jde o testy enzymatické (ELI-
SA), chromatografické (rapid) a chemilu-
miniscenéni (CMIA, CLIA).

PouZzité soupravy

« Generic Assays GA COV-2 IgG, sen-
dvicova ELISA, pouzity antigen ne-
uveden. Vyrobce udava specifitu nad
95 %. Poznamka: U malého poctu
»normalni“ populace byly nalezeny
protilatky proti nukleokapsidovému

antigenu.

« Generic Assays GA COV-2 IgM, sen-
dvicova ELISA, pouzity antigen ne-
uveden. Specifita nad 98 %, citlivost
98 %. Stejna poznamka jako u IgG.

o Generic Assays GA COV-2 IgG plus,
sendvicovd ELISA, profil protilatek
proti antigeniim S1, S2 a N. Ve studii
nebylo testovano.

« EDI Novel Coronavirus COVID-19
IgM ELISA kit firmy Epitope Dia-
gnostics, inc. ELISA capture, pouzity
antigen neuveden (,rekombinant-
ni“). Citlivost ani specifita nejsou

uvedeny.

« EDI Novel Coronavirus COVID-19
IgG ELISA Kkit. Sendvi¢ova ELISA,
nukleokapsidovy antigen. Uvedena
citlivost i specifita 100 % na kohortidch
30 a 54 vzorkad.

. Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgA a IgG
firmy Euroimmun. Sendvi¢ovd ELI-
SA, rekombinantni antigen S1. Spe-
cifita IgA na panelu 200 sér 92,5 %,
na panelu zdravych darct 10-12,7 %
nespecifickych reaktivit IgA, specifita
IgG na panelu 200 sér 98,5 %. Citli-
vost kombinace IgG + IgA (9 vzor-
ki) do 10 dnt od néstupu priznakd
66,7 %, nad 10 dnt 100 %.
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o SARS-COV-2 IgG Architect Abbott.
CMIA, antigen neuveden. Citlivost
i specifita v ptibalové informaci rov-

néz chybi.

 Elecsys Anti-SARS-CoV-2 cobas® Ro-
che, dvojantigenova ECLIA, rekombi-
nantni nukleokapsidovy antigen, sta-
novuje principialné celkové protilatky.
Udévana specifi¢nost 99,81 % (5 272
vzorki), citlivost do tydne po prvnim
pozitivnim PCR je 65,5 %, 7-13 dnd
88,1 % a nad 14 dnt 100 %.

o Souprava SARS-CoV-2 (COVID-19)
IgG/IgA/IgM  Novalisa (sendvico-
va ELISA, nukleokapsidovy antigen)
od Novatecu byla pouzita s dobrym
vysledkem, ale pred sestavenim pa-
nelu, proto v prehledu neni uvedena.
Naopak soupravy SARS-CoV-2 IgG/
IgA/IgM Test Line nam byly dodany
aZz po vycerpani panelu.

o 2019-nCOV Ab Test (colloidal gold)
IgG/IgM Innovita, Qian an, China -
chromatograficky test. Antigen ne-
uveden (,,rekombinantni®). Provede-
no v laboratoti ze separovaného séra,
hodnoceni vzdy tfemi pracovniky,
jako pozitivni oznacena jejich shoda,

jinak uzavieno jako sporné.

PCR bylo provedeno v laboratoti FN HK,
udaj vztahujeme vzdy k ¢asové nejblizsi-
mu odbéru séra. Viechny testy byly pro-
vedeny podle postupti a podminek stano-

venych vyrobci.

Panel sér

Bylo vybrano 43 vzorku. 17 vzorki bylo
od muzt, 26 od zen, prumérny vék byl
75 let (23-93), coz bylo dano prevazu-
jicim zastoupenim klientd domova pro

seniory.

33 vzorku bylo od pacientt s dobte dolo-
zenou diagnézou (PCR + epidemiologic-

ka souvislost + klinika). Z toho 4 pacienti

méli tézky prabéh s nutnou hospitalizaci,

2 z nich zemfeli.

Bez ptiznakd, ale pozitivni PCR a epide-
miologickou souvislost vykazovalo 5 pa-

cientt (od nich v souboru 8 vzorki).

Jeden pacient, ktery vyhovoval epidemio-
logicky a klinicky, ovéem s negativnim
PCR, reagoval pritomnosti protilatek, ale

nebyl déle pfimymi metodami testovan.

Od 15 pacienti byly ziskany nejméné dva
vzorky pro zachyceni dynamiky.

Pocatek infekce byl stanoven na den hos-
pitalizace u tézkych pacientd, vzestup
teploty u nehospitalizovanych pacientt
a predpokladané datum nakaZzeni s od-
hadem inkuba¢ni doby plynouci z epide-

miologie u bezpriznakovych pripadi.

V informacich vyrobcu se opakuje hod-
noceni stavu do 7-14 dnt od pocatku
pfiznaku jako akutni skupina, ktera se
ztetelné odliSuje od pozdéjsich vzorka.
V naSem souboru jsme vidéli vyrazné
oddélenou skupinu do 11 dnd (12 vzor-
ki, 0-11 dnd, pramér 7,2), kterou jsme
oznadili jako akutni, pozdéji odebrané
vzorky jsou ve skupiné pozdni (31 vzor-
ka, 15-57 dnu, pramér 33 dnu).
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v s

Vysledky
Roche Abbott Euroimmun Epitope Generic As. Innovita PCR
total IgG IgG IgA IgG IgM IgG IgM IgG IgM
akutni
pozitivni 6 7 6 12 7 3 10 6 1 1 8
suma potvrzenych 11 13 13 13 10 10 10 10 9 9 10
citlivost akutnich 55 54 46 92 70 30 100 60 11 11 80
pozdni
pozitivni 30 29 16 17 17 6 30 29 25 3 29
suma potvrzenych 31 31 18 18 18 16 30 30 30 30 30
citlivost pozdnich 97 94 89 94 94 38 100 97 83 10 97
vSechny
pozitivni 36 36 22 29 24 9 40 35 26 4 37
suma potvrzenych 42 44 31 31 28 26 40 40 39 39 40
citlivost 86 82 71 94 86 35 100 88 67 10 93
Diskuse souprav je celkem srovnatelna a pfi do- a nepomohlo ani sledovani semikvanti-

Dynamika protilatek se lisi jak podle
imunoglobulinovych tfid, tak podle uzi-
tého antigenu. Uvadény vrchol koncen-
trace protilatek IgM je v druhém tydnu
po objeveni ptriznakd, IgG protilatek
ve tietim. O prubéhu odpovédi IgA se
zpravy lisi, nicméné pocatek produk-
ce v prvnim tydnu by se mél shodovat
s IgM. Sledovani dynamiky by mélo po-

moci v prognoze.'

Nage nélezy se od literatury (zejména

firemni) v néfem dosti lisi. Citlivost
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poruceném opakovani odbéru by nemeé-
la mit mnoho uniklych pfipad. SlozZitéj-
§i je to pti odhadu délky trvani infekce.
IgM soupravy GA pretrvavalo znacné,
s vysokymi titry i po padesati dnech.
Naproti tomu u akutnich vzorki mélo
men$i citlivost nez Epitope. Epitope
IgM v ¢ase dobfe klesalo, bylo pozitivni
nejdéle 21 dnt. Souprava IgA Euroim-
mun zachycovala pozitivity velmi ¢asné,
prakticky zéroven s pfimym prikazem,
ale vzhledem k del$imu trvani odpovédi
IgA (ve shodé s literaturou) nezobrazi-

la zfetelné pokles u pozdnich vzorki

tativni dynamiky.

Stanoveni celkovych protilatek meto-
dou Elecsys Roche mélo dobrou citlivost
a jeho dynamika odréazela velmi dobie
postup odpovédi v ¢ase — zde je vyhodou
vétsi rozsah méfeni ECLIA proti ELISE.
Podobné provozné vyhodny automatic-
ky test Abbott Architect byl dostupny
pouze ve tfidé IgG a vymluvné hodno-
ceni by Zadalo i néktery z akutnich mar-

kerd.

Zkoumané rapid-testy ukazuji mizivou
citlivost v akutni fazi. U pozdnich sér
meélo IgG s toleranci pouzitelnou citlivost
IgG, za predpokladu provedeni ze séra.
IgM reagovalo i v optimalnich podmin-
kach provedeni $patné.

Sloupec PCR odrazi ve shodé¢ s literatu-
rou’ fakt, Ze ani PCR neni stoprocentné
citlivé — zde hraje roli hlavné provede-
ni odbéru. Pretrvavani pozitivity PCR
po klinické tzdravé presahuje zaméreni

této prace.

Pro udplnost sdéleni mimo referovana
data: interpretovat izolované reaktivity
IgA negativni v PCR, které jsme pozo-
rovali my i jihoceska studie,? je pomérné

MEEE
(dny) IgG
A 5 0,076 neg
A 10 0,07 neg
B 5 neg
B 7
B 15
B 19
Cc 3 0,41 neg
C 8 nt
C 16
C 22
C 24
8 nt
0 0,74
11
48
3
39
10
46 9,39
15
17
19
56
11 1,23 neg
1 0,87
21
57
19
55 8,26
2 e
56
0 T
56
7 o
57 6,21
0 T
56 5,14
0 o
56 )
Z e
56 ,
z e
21 1,14 neg
20 0,26 neg
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A Kromé metody Roche uvddime index pozitivity. Innovita byla testovdna z oddéleného séra, 3 hodnotitelé (pokud se neshodli, uvddime hranici).
Panel byl vytvoren ze vzorkii v akutni fazi a doplnén dalsimi vzorky stejnych pacientii v odstupu.

14 4



% ZKUSENOSTI Z LABORATORI

tézké. Bude nutné sledovani v delSim
Case, uziti virus neutraliza¢niho testu
(VNT) a dal$ich postupti. Stejné nerozfe-
$enym problémem je spolehlivé stanove-
ni protektivity.

Ovéfeni specifity jednotlivych testt
bude vyzadovat vétsi soubor negativnich

vzorkda.

Praktické dopady

Laboratore, které se sérologii CoV-2
zabyvaji, maji rtizny pristup. Jihoceska
studie byla provedena na soupravach
IgG/IgA firmy Euroimmun, obdobné

virologie ZU Ostrava ma tyto soupra-
vy jako zéklad a dopliuje je soupravou
IgM Epitope (osobni sdéleni), ovsem
zasadni silnou zbrani této laboratore
je VNT, ktery rutinni laboratof nema.
VNT pravdépodobné fe$i i problém
protektivity.

Zku$enosti s automatickymi metodami
jsme v dostupnych zdrojich dosud ne-

nasli.

Shrnuti nasich praktickych poznatki
nam umoznuje sestavit kombinaci testu
pro riizné ucely stanoveni protilatek pri
onemocnéni COVID-19 a pripadnych
kontaktech a suspekcich.

Jednotestové, dosti citlivé stanoveni cel-
kovych protilatek dopliiujeme pii nale-
zené reaktivité panelem IgG/IgA/IgM:
nejcitlivéjsi IgA pro zachyt akutnich,
IgM se zfetelnym poklesem titru v Case
(soupravy s pretrvavanim IgM nebudou
specifické). V rozhodovéni bude hrat roli
i cena. Opakovani testu s rekonvalescent-
nimi séry zvy$i citlivost a zachyti i séro-

konverzi.

Zaveér

Zkou$ené soupravy ELISA i chemilumi-
niscen¢ni vykazovaly v praxi pouzZitelnou
citlivost. Jedna ze souprav IgM vykazo-
vala nizsi citlivost v akutni fazi a naopak
prodlouzenou reaktivitu proti srovnatel-
nému testu konkurené¢nimu. Rapid-testy
byly malo citlivé v akutni fazi a pozdéji
reagovaly prakticky jen v IgG.

Konflikt

Pro dané sledovani jsme vesli ve spolupra-
ci se véemi dodavateli diagnostiky uvede-
nymi v praci, kromé toho jsme zkouseli
soupravy Novatec a Test Line, z technic-
kych dtivodi na jinych vzorcich. Firmam
Vidia, Dynex a Test Line jsme poskytli po-
zitivni séra. Firmy Roche a Test Line daly

ke zkou$eni soupravy zdarma.

MVDr. Vaclav Fejt

Oddéleni spole¢nych laboratoti, vedouci laboratofe imunologie a sérologie, Nemocnice Havli¢kiv Brod, Husova 2624,

Havli¢kav Brod

Kontakt: vaclav.fejt@onhb.cz

Absolvent oboru v§eobecného veterinarniho lékarstvi. Od roku 1993 pracuje v laboratofich Nemocnice Havli¢kav Brod, kde se
zabyva metodami laboratorni imunologie a infekéni sérologie. Sérologii viru SARS CoV-2 se soustfedéné vénuje od brezna 2020.
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Kvalitativni rychlotesty na detekci protilatek proti novému typu koronaviru SARS-CoV-2

na principu lateralni imunodifize jsou postupné nahrazovany piesnéjsimi testy kvan-

titativni detekce protilatek pomoci automatické imunoanalyzy. Nékteré tyto testy dete-

kuji protilatky tfidy IgM, IgG, prip. IgA. Nejspolehlivéjsi pro pritkaz prodélané infekce

je detekce celkovych protilatek proti danému epitopu nebo protilatek tfidy IgG, jejichz

produkce organismem po prodélané infekci SARS-CoV-2 je nejrobustnéjsi, jelikoz u né-
kterych jedinct nejsou anti-SARS-CoV-2 protilatky tfidy IgM detekovany.'?

Stanoveni celkovych anti-SARS-CoV-2

protilatek automatizovanou ECLIA:
interindividualni variabilita, korelace
s virus neutraliza¢nim testem,
implikace pro selekci potencialnich
darci rekonvalescentni plazmy

prim. doc. RNDr. LENKA ZDRAZILOVA DUBSKA, Ph.D.!
! Oddélent klinické mikrobiologie a imunologie, ULM, EN Brno, 2 Farmakologicky tistav, LF MU

Podékovani

Na pracich vedoucich k této publikaci déle spolupracovali: Iveta Selingerova®?, Domi-
nika Okruhlicova?, Hana Kabickova®, Petr Pajer?, Hana Lejdarova®S, Rita Pacaso-
v4*$, Vladimir Sramek’, Martin Hel4n’, Lenka Gescheidtova®, Dalibor Valik>*

2 Farmakologicky uistav, LF MU, > Oddéleni laboratorni mediciny, Masarykiiv onkologic-
ky dstav, * Vojensky zdravotni iistav, ° Transfuzni a tkdriové oddélent, FN Brno, ° Katedra
laboratornich metod, LF MU, 7 Anesteziologicko resuscitacni klinika, LF a FN u sv. Anny

Nejvice imunogennimi antigeny nového
typu koronaviru SARS-CoV-2 jsou pro-
tein N a protein S.>* Nukleokapsidovy
protein N je jediny protein, ktery tvori
nukleokapsid virionu SARS-CoV-2. Je
vysoce fosforylovany, hydrofilni, coz vede
k vysoké afinité k virové RNA, a také stoji
za imunogenicitou proteinu N. Protein
S (Spike) je transmembréanovy protein vi-
rionu SARS-CoV-2 zodpovédny za vnik
virionu do burky. Glykoprotein S se skla-
da ze dvou podjednotek. Podjednotka S1
s RBD (receptor-binding domain) intera-
guje s receptorem ACE2 na povrchu hos-
titelskych bunék, S2 doména obsahuje

transmembranovou ¢dst proteinu.

Protilatky ~ proti  nukleokapsidovému
proteinu N je mozné detekovat pomo-

ci elektrochemiluminiscence (ECLIA)

na principu double-antigen sandwich
imunoanalyzy testem Elecsys® Anti-
-SARS-CoV-2. Tento test je kvalitativni,
hodnoti se v jednotkach poméru s cut-off
COI, pricemz hodnoty 1,0 COI a vyssi
jsou dle doporuceni vyrobce povazovany
za pozitivni. Protilatky proti proteinu S je
mozné detekovat pomoci elektrochemilu-
miniscence (ECLIA) na principu double-
-antigen sandwich imunoanalyzy testem
Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S. Tento test
je kvantitativni, hodnoti se v jednotkach
U/mL, pti¢emz hodnoty 0,8 U/mL a vys$si
jsou dle doporuceni vyrobce povazovany
za reaktivni. Rozsah méfeni tohoto testu
je 0,4-250 U/mL a vzorky s vysokou hla-
dinou anti-S protilatek se fedi 1 : 10 uni-
verzalnim diluentem. Vysledky v pasmu
nereaktivni jsou prevazné s hladinou pod
detekéni limit 0,4 U/mL. Oba protilatkové

testy detekuji celkové protilatky bez roz-
lifeni tfidy a jsou urceny pro detekci
protilatek ze vSech standardnich typu
klinickych vzorkd, tj. sérum, Li-heparin
plazma, K2/K3-EDTA plazma, plazma
z krve odebrané do citratu sodného.

Méli jsme moznost analyzovat vzorky pa-
cientl se zdvaznym az kritickym prubé-
hem a vzorky dospélych pacientt s mir-
nym nebo bezptfiznakovym prubéhem.
Vsechny vysetfované vzorky byly odebra-
ny do K3-EDTA. Ackoli je test Elecsys®
Anti-SARS-CoV-2 (anti-N) kvalitativni,
poskytuje hodnoty pfes dva fady COI
(nase nejvys$i naméfenda hodnota byla
pres 140 COI). Pro tcel této studie jsme
proto vysledky anti-N protilatek hodnotili
kvantitativné. Vztah mezi anti-N a anti-S
protilatkami je patrny z obr. 1. Hodnoty
nejsou nezavislé, ale silna linedrni ¢i jina
korelace mezi hodnotami neni. Od hla-
diny celkovych anti-N na drovni ptibliz-
né 60 COI je variabilita parovych hod-
not anti-S zna¢nd, a to od koncentrace
v pasmu nereaktivni po koncentraci pres
1 000 U/mL (viz obr. 1).

V ¢asovém priubéhu hladin anti-N pro-
tilatek, u kterych byl del$i follow-up
pozorovali nastup a pak nasledné pokles
hladin anti-N protilatek (viz obr. 2). Co se
tyce nastupu produkce protilatek anti-S,
je zfejmy zasadni rozdil v zavislosti dy-
namiky produkce na tiZi pfiznaka (viz
obr. 2). U jedinctl s mirnym pritbéhem
onemocnéni je obecné nastup produkce
protilatek anti-S pozvolnéjsi nez u pa-
cientll s tézkym ¢i kritickym pribéhem
COVID-19 (viz obr. 2). U nékterych
jedincti nedosahuje hladina pasma re-
aktivni ani po 5 tydnech od prvni PCR
pozitivity SARS-CoV-2. Ptiklady jsou
nasledujici: Zena, 47 let, mirny prtbéh
onemocnéni, pozitivita zjisténa na po-
¢atku ffjna 2020. Metodou Elecsys® An-
ti-SARS-CoV-2 S u ni byla 21 dni od zjis-
téni nakazy detekovana hladina protilatek
0,562 U/mL, 43 dni od zji$téni nakazy jiz
byla tato hodnota 8,35 U/mL. U Zeny,
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26 let, s velmi mirnym pribéhem, byla
nakaza prokazana na konci fijna 2020.

Dvacet jedna dni po tomto zjiténi u ni

byla toutéZ metodou stanovena hladi-
na protilatek 0,576 U/mL, po dalsich
15 dnech (35 dni od zjisténi nakazy) byla

A Obr. 1: Zavislost koncentrace protildtek proti SARS-CoV-2 Spike proteinu (osa y)
na koncentraci protildtek proti SARS-CoV-2 nukleokapsidovému proteinu (osa x) stanovend
na 97 pacientech po prodélané infekci COVID-19 s mirnym nebo bezptiznakovym priibéhem,

20-70 dni po prvnim pozitivnim SARS-CoV-2 testu

hladina anti-S protilatek 3,84 U/mL. Po-
slednim prikladem je opét Zena, 43 let,
mirny pribéh onemocnéni, pozitivita
na konci zafi 2020. Dvacet dni od zjisté-
ni nakazy byla hladina anti-N protilatek
v pasmu nereaktivni 0,724 COI, anti-S
protilatky v této dobé nebyly stanovova-
ny. Za dalsich 8 dni uz anti-N protilat-
ky prekrocily cut-off hodnotu reaktivi-
ty a dosahly hladiny 1,66 COI, hladina
anti-S protilatek byla v této dobé (28 dni
od prokdzané pozitivity) 7 U/mL. Po-
dobnych pripadl jsme zaznamenali vice.
Z nasich zkusenosti vyplynulo, Ze jiz hod-
noty anti-SARS-CoV-2 S mezi detek¢nim
limitem 0,4 U/mL a cut-off hodnotou pro
reaktivitu, tj. 0,8 U/mL, mohou signa-
lizovat pocinajici produkci protilatek
proti S-proteinu. Na pracovisti Oddéle-
ni klinické mikrobiologie a imunologie
ULM FN Brno reportujeme hodnoty nad

0,5 U/mL jako hrani¢ni s interpretaci dle

A Obr. 2: Koncentrace protildtek proti SARS-CoV-2 (A) nukleokapsidovému (anti-N) a (B) Spike (anti-S) proteinu v zavislosti na poctu dnii

po prvnim pozitivnim SARS-CoV-2 testu pro 30 pacientii s tézkym aZ kritickym priibéhem infekce (188 vzorkii, nahote) a pro 162 pacientii s mirnym
nebo bezptiznakovym priibéhem infekce (201 vzorkil, dole); vybrani pacienti s opakovanymi odbéry jsou zvyraznéni barevné; zobrazené hodnoty
koncentrace anti-S 250 U/mL znamenaji koncentraci anti-S >250 U/mL
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klinického kontextu a s doporucenim
provést vysetieni opakované s ¢asovym

odstupem 2-4 tydni.

v

veni anti-SARS-CoV-2 protilatek spoci-
va aktudlné v problematice rekonvales-
centni plazmy, tj. hyperimunni krevni
plazmy od rekonvalescentti infekce
SARS-CoV-2. Podani anti-SARS-CoV-2
protilatek obsazenych v plazmé vyléce-
nych osob predstavuje zpiisob pasivni
specifické imunizace s océekavatelnou
lé¢ebnou odpovédi® Ucinnost pasivni
imunoterapie zavisi na mnoZstvi pro-

tilatek pritomnych v podavané krevni

ZKUSENOSTI Z LABORATORI —%‘

plazmé. Uziti rekonvalescentni covidové
plazmy v Ceské republice upravuje dopo-
ruc¢eni Doporuceny postup pro pouZziti
rekonvalescentni plazmy v 1é¢bé dospé-
lych pacienti s COVID-19.° Minimalni
mnozstvi anti-SARS-CoV-2 protilatek je
aktualné definované titrem protilatek sta-
novenym SARS-CoV-2 specifickym virus
neutraliza¢nim testem (VNT). Ve verzi
1 doporuceni z 30/04/2020, vychazeji-
ci z doporuceni Evropské komise v té
dobé aktualniho,” se za zadouci a efektiv-
ni doporucuje titr 1 : 320 a vice. Druha
verze doporuceni EK z 30/11/2020° jiz
jednozna¢nou minimdlni hladinu virus

neutraliza¢nich protildtek nedoporucuje

vzhledem k doposud nedostate¢né klinic-
ké evidenci. V doporuceni je uveden s od-
kazem na dosavadni vysledky®'® a pra-
xi ve Spojenych stitech titr minimalné
1: 160, ktery bude dale ovéfovan v klinic-
kych hodnocenich. V doporuceni EK® je
navrzeno vyS$etfovat potencionalni darce
rekonvalescentni plazmy pomoci kvan-
titativntho testu na anti-SARS-CoV-2
protilatky s dobrou navaznosti na virus
neutraliza¢ni test, jehoz prakticka prove-
ditelnost je limitovana s ohledem na dél-
ku testu a dostupnost omezenou pouze
na pracovi$té BSL3, ktera jsou nositelem
povoleni pro praci s nebezpe¢nymi in-
fek¢nimi agens véetné SARS-CoV-2.

A Obr. 3: Koncentrace protildtek proti SARS-CoV-2 (A) nukleokapsidovému a (B) Spike proteinu u 97 vzorkii rozdélenych dle titru anti-SARS-CoV-2,

stanoveného pomoci virus neutralizacniho testu

A Obr. 4: ROC ktivky vyuZiti anti-N a anti-S testu pro identifikaci vzorkii s titrem anti-SARS-CoV-2 protildtek stanovenym VNT nejméné (A) 1 : 80

a(B)1:160
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Otazka vybéru potencidlnich dar-
ci rekonvalescentni plazmy vyvstala
i ve FN Brno ve chvili, kdy se zahajovala
vyroba rekonvalescentni covidové plaz-
my na TTO. Méli jsme moznost provést
zhodnoceni vztahu hladiny titrd VNT
stanovenych v Centru biologické ochra-
ny a hladiny anti-SARS-CoV-2 protilatek
cilicich na N nebo na S epitop na kohor-
té 97 jedincu, kteti prodélali COVID-19
a/nebo byli infikovani SARS-CoV-2
na jafe 2020 a jejichz vzorky byly ziskany
na zacatku léta 2020. SARS-CoV-2 speci-
ficky virus neutraliza¢ni test byl proveden
nasledujicim zptisobem: do jamek mik-
rotitra¢nich desticek s bunikami VERO
E6 byla pridana inkubovand smés viru
SARS-2-CoV s testovanym vzorkem
ve dvojkovém fedéni. Pokud jsou pti-
tomné neutraliza¢ni protilatky, zabrani
infikovani bunék, a tim vzniku cytopa-
tického efektu. Test je hodnocen mikro-
skopicky 4. den inkubace. U obou auto-

matizovanych protilatkovych testd jsme

pozorovali vztah mezi stanovenou trov-
ni a VNT titrem (viz obr. 3). Provedena
ROC analyza cilici na titr minimalné
1 : 80 ukazala, Ze analytické parametry
pro rozlideni vzorkll s presumptivnim
titrem protilatek automatizovanou meto-
dou jsou mirné vhodnéjsi u anti-S testu
s plochou pod ktivkou AUC = 0,88, pfi-
¢emz AUC pro anti-N metodu byla 0,81
(viz obr. 4A). Pokud cilime na VNT titr
1: 160, ROC analyza opét ukazuje, ze an-
ti-S protilatky jako marker SARS-CoV-2
neutraliza¢niho potencialu jsou vhod-
néjsi (s AUC = 0,89) oproti anti-N pro-
tilatkdm (AUC = 0,75), viz obr. 4B. Pro
vybér vzorkil s titrem VNT minimdlné
1 : 160 jsou cut-off hodnoty pro automa-
tizované protilatkové testy nasledujici:
(1) pti specificité aspon 85 % a maximadlni
senzitivité anti-S 209 U/ml a anti-N 104
COl a (ii) pti specificité aspoii 90 % a ma-
ximalni senzitivité anti-S je to 268 U/ml
a anti-N 118 COI. Vztah mezi Elecsys®
Anti-SARS-CoV-2 (anti-N) protilatkami

a virus neutraliza¢nimi protilatkami byl
popsan.''> Moznost selekce darct rekon-
valescentni plazmy na zédkladé kvantifika-
ce anti-S protilatek byla popsana pro imu-
noanalyticky systém Ortho VITROS."”

Z této prezentované ministudie vyply-
va, ze (i) Elecsys® Anti-SARS-CoV-2
a Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S testy za-
chycuji anti-SARS-CoV-2 protilatky, které
maji rozdilnou dynamiku u téhoz jedince,
(ii) produkee anti-S protilatek ma vysokou
interindividualni variabilitu a produkce
téchto protilatek u jedinctt s mirnym ¢i
bezpriznakovym pribéhem mize byt vel-
mi pozvolna, (iii) oba testy koreluji s virus
neutraliza¢nim potencidlem plazmy re-
konvalescenttl, pficemz u anti-S protilatek
je korelace silnéjsi a tento test miize slouzit
pro rychlou a praktickou preselekci darct
SARS-CoV-2 rekonvalescentni plazmy.

Price byla podporena  CZECRIN
LM2018128.

prim. doc. RNDr. Lenka Zdrazilova Dubska, Ph.D.
Oddéleni klinické mikrobiologie a imunologie, ULM, FN Brno; Farmakologicky tstav, LF MU

Kontakt: lzd@mail.muni.cz

Narodila se 24. tinora 1978 v Novém Mésté na Moravé. Roku 2005 absolvovala doktorsky studijni program Buné¢nd

a molekuldrni biologie na Prirodovédecké fakulté¢ Masarykovy univerzity v Brné. V roce 2006 tspé$né slozila specializa¢ni
zkousku v oboru Laboratorni metody v klinické hematologii a r. 2008 statni rigorézni zkousku z mikrobiologie. Nasledujiciho
roku pak specializa¢ni zkousku z lékarské imunologie a v tomtéz oboru se r. 2017 habilitovala na LF MU v Brné. Od roku 2004
do roku 2020 ptisobila na Oddéleni laboratorni mediciny v Masarykové onkologickém ustavu. Od roku 2012 je vedouci kontroly
kvality v Advanced Cell Immunotherapy Unit Farmakologického tstavu LF MU. V roce 2020 se stala priméaikou Oddéleni
klinické mikrobiologie a imunologie Fakultni nemocnice Brno.
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Spole¢nost Roche vyviji testy, aby podpofila naléhavou potiebu testovani pacienti bé-

hem vypuknuti pandemie, s cilem zabranit dal$imu $ifeni viru v rané fazi infekce.

Tiskové zpravy: RT-PCR testy
spolecnosti Roche pro testovani

koronaviru

»Poskytovini kvalitnich a velkoobjemo-
vych testii ndm umoZni efektivné reagovat
na to, co Svétova zdravotnickd organizace
charakterizovala jako pandemii. Je diileZi-
té rychle a spolehlivé zjistit, zda je pacient
infikovin SARS-CoV-2,“ tfekl Thomas
Schinecker, CEO Diagnostics Division,
E Hoffmann-La Roche Ltd.

Test na detekci SARS-CoV-2 umozni
urychlené testovani koronaviru a vyho-
vuje tak naléhavym medicinskym potte-

bam.

Dne 13. brezna 2020 spole¢nost Ro-
che ozndmila, %e americky Utad pro
kontrolu potravin a léciv (FDA) vy-
dal pro test cobas® SARS-CoV-2 po-
voleni pro pouziti v nouzi (EUA).
Test je urcen ke kvalitativni detekci
viru SARS-CoV-2, ktery zplsobuje

onemocnéni COVID-19, ve vzorcich
vytérd z nosohltanu a orofaryngedlniho
vytéru od pacientd, ktefi splnuji klinicka
a/nebo epidemiologickd kritéria pro tes-
tovani COVID-19.

Dne 3. za¥i 2020 spole¢nost Roche obdr-
zela povoleni FDA pro pouziti v nouzi pro
test cobas® SARS-CoV-2 & Influenza
A/B k soucasné detekci a rozliSeni mezi
viry, které zptisobuji COVID-19, chtipku
A a chiipku B u pacientl s podezfenim

na respira¢ni virovou infekci v souladu

INOVACE KOLEM NAS —

s COVID-19. Test CE-IVD je k dispozici
také na trzich akceptujicich znacku CE.

Nemocnice a referen¢ni laboratofe mo-
hou testovat na plné¢ automatizovanych
systémech Roche cobas® 6800 a cobas®
8800. Testovani na velkoobjemovém
cobas® 6800/8800 vyznamneé zvysi do-
stupnou testovaci kapacitu. Systémy
cobas® 6800/8800, které se pouzivaji
k provadéni testu cobas® SARS-CoV-2
a k testu cobas® SARS-CoV-2 a & In-
fluenza A/B, nabizeji provozni efektivi-
tu a flexibilitu. Test lze spustit souc¢asné
s dal$imi testy poskytnutymi spole¢nosti
Roche pro pouziti na systémech cobas®
6800/8800.

Systémy cobas® 6800 a cobas® 8800 jsou

dostupné na celém svété.

»Certifikace CE znackou a udéleni EUA
FDA podporuje nds zdvazek poskytnout
vice pacientiim snadnéjsi pristup ke spo-
lehlivé diagnostice, kterd je zdsadni pro
boj s timto zdvaznym onemocnénim, “ fekl
Thomas Schinecker, CEO Diagnostics
Division, F Hoffmann-La Roche Ltd.

Spole¢nost Roche se zavazala poskytnout

co nejvice testd a jde na hranici vyrobni
kapacity.
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Test cobas® SARS-CoV-2 & Influenza A/B na systému cobas® Liat®

Jistota spravné diagnozy
Presna PCR laboratorni diagnostika provedend v misté péce o pacienta?

Test na vice virti s piekryvajicimi se pfiznaky
Jeden vzorek, jeden snadno proveditelny test s vysledkem pro chfipku A,
chfipku B a RSV

Maximalni bezpecnost pro pacienty i poskytovatele zdravotni péce
Z4dna kiizova kontaminace a expozice patogentim b&hem pfipravy vzorku?

Maji Vasi pacienti ch¥ipku nebo RSV?

Diky pfesnym a pouzitelnym vysledkiim
muizete urc¢it vhodnou lé¢bu - bez ¢ekani

na potvrzeni.

Vzhledem k prekryvani pfiznaka s CO-
VID-19,' poskytuji v¢asné vysledky tes-
tu cobas® Influenza A/B & RSV dilezité
informace, které pomohou vést klinicka
rozhodnuti v misté péce o pacienta. Test
nevykazuje zkfizenou reakci in silico
s COVID-19 a diky uzavienému systému
muzete ochranit své zaméstnance pied

rizikem zbytecné expozice.

INFLUENZA A/B RSV COVID-19
Horec¢ka* Horec¢ka Horecka

Kasel Kasel Kasel

Bolest hlavy Sipani Obtizné dychani
Bolesti svaltl a téla Bolesti*

Bolest krku

Bolest krku**

Ryma a ucpany nos

Ryma a ucpany nos Ryma a ucpany nos**

Unava

Unava

Pokles chuti k jidlu

Pokles chuti k jidlu Ztréta chuti a ¢ichu

PrGjem / zvraceni**

PrGjem**

* Nemocny chripkou nemusi mit horecku, ** Méné casté pfiznaky

A Porovndni ptiznakii.! Pozndmka: U nékterych lidi s koronavirem se nevyvijeji Zddné ptiznaky

COVID-19

Dne 14. 9. 2020 udélil FDA povoleni pro nouzové pouziti a rychlou detekci testu cobas® SARS-CoV-2 & Influenza A/B
na systému cobas® Liat® od spolec¢nosti Roche. Test zaloZzeny na RT-PCR je navrzen tak, aby souc¢asné detekoval a rozliSoval

SARS-CoV-2, chiipku A a chfipku B u nazofaryngedlnich, nosnich nebo nazélnich vytérd. Test probiha na stolnim systému
cobas® Liat® spole¢nosti Roche a poskytuje vysledky pro jednotlivé vzorky do 20 minut bud v misté akutni péce, nebo
v klinické laboratofi - dle uréeni zdravotnického zafizeni.
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Casto se setkavame s dotazem, pro¢ my, spolecnost Roche, zaciname s konzultaénimi

sluzbami. Pravdou je, Ze mame dlouholeté zkusenosti s navrhem laboratori, jejich pro-

vozem (tzv. workflow), IT podporou a s dalSimi technickymi procesy. Nicméné casy

se méni, vyvoj jde neustale kupredu, stejné jako se zvysSuji poZzadavky od vas, nasich

zakaznika. Na zakladé pozadavki vedoucich laboratofi a managementu zdravotnic-

kych zafizeni jsme zaznamenali poptavku po jinych, odliSnych konzulta¢nich sluzbach.

Sluzbach, které jsou s laboratofi spojeny nepfimo, pies zmény, které probihaji v nadfi-

zeném podniku, organizaci, nemocnici nebo i celém zdravotnim systému. Dostavame

se tedy k praci s lidmi, k zavadéni a Fizeni zmén, FeSeni problémii, vizim, planovani

a k tomu nejdilezitéjsimu - k budovani kultury neustalého zlep$ovani. Vsechny tyto

oblasti spadaji pod tzv. strategické konzultace.

Strategické konzultace

Ing. VLADIMIR KOZAK
ROCHE s.r.0., Diagnostics Division

Konkrétné se jednd o podporu pfi ptipra-
vach pland na dalsi roky, feseni problémi
v oblasti kvality, persondlu a samozfejmé
pacient, tedy tam, kde se bavime o rustu
jak ekonomickém ¢i technologickém, tak
o ristu celé dotéené organizace.

Zaméfujeme se rovnéz na zavadéni no-
vych lé¢ebnych postupil, odstrafiovani
prekazek pri poskytovani péce, s nasi-
mi klienty analyzujeme stavajici postu-
py a procesy, spole¢né definujeme, jaké
zmény je potfeba uskutecnit. Zde nase
prace na rozdil od jinych nekon¢i, my
zistavame s klienty i béhem krusnych
chvil pfi vlastni implementaci zmén

a v pripadé potreby i béhem naslednych

procestt vyhodnocovani a moznych ko-
rekei.

Zadani a dotazy,
se kterymi se setkdvdme:

o Jak ugettit naklady a zaroven zachovat
kvalitu sluzeb a péce?

o Lze nékteré procesy zrychlit a o to vice
se vénovat rozvoji firmy, vyzkumu?

« Odborny personal je na pokraji vyho-
feni, pro¢? A jak to napravit?

 Jak naplinovat ¢innost na$i organi-
zace, podniku, oddéleni, kdyz nejsme
jednotni ani na Grovni vedeni?

« Které projekty mame spustit, jak, kdy,
a vyplati se to?

Vétsina zdravotnickych zatizeni a labora-
tofi se snazi o zlep$eni, bohuzel tyto otdz-

ky jsou v praxi tézko fesitelné. Podniky

250 odbornych konzultanti

Certifikovani lean
konzultanti

Zaméreni na strategii
a rozvoj

Change management
a partnerstvi

Multifunkéni tymy

odbornikii na: management
zdravotnickych zafizeni,
laborator, zdravotnictvi,
digitalizaci, IT, lékai'ské obory

Analyza a zpracovani dat ve
zdravotnictvi
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Vyplati se zména?

Odhad pfinost.

> O <

S lidmi se musi mluvit!

Dejme plantim realnou podobu.
PInime plan aneb vérit ¢i merit?

a zdravotnickd zafizeni, které uspésné
jsou, maji propracovany systém feSeni
problémti, podporuji spolupréci pfi jejich
fedeni, vystizné a srozumitelné zazname-
navaji sva rozhodnuti, plany, vysledky
a vSe poté sdileji napti¢ organizaci.

Z nasich pozorovdni plyne,
Ze nejcastéjsimi problémy,
které nasi partnefi fesi, jsou:

o Chybi srozumitelné definované cile
rozvoje, sdilené napri¢ organizaci.

o Lidé a skupiny se zaméfuji na vlastni
cile a zajmy.

o Metodika pro reeni problémi je ne-
dostatecna.

o Neresi se pravé pri¢iny, ,zaplatuji“
se syndromy, dochazi k navratu pro-
blému.

o Problémy fe$i vedeni, ostatni nejsou
zapojeni.

« Schazi motivace ke zlep$ovani.

Akéni plan a jeho sestaveni
Vytvoreni atmosféry zmén a vylepsSeni. @%\]
Nadvratnost investice jako zaklad. ﬂm

Vyhodnoceni prilezitosti ke zméné. @@

Vyty¢eni smér(i a nastaveni cil(l zlepSeni.

Cim si zajistime podporu napfié¢ organizaci? %
Sezndmeni vSech zainteresovanych stran se strategif.

o Na standardy a metodiky se nebere
ohled.

« Tvotivé a Gspésné mysleni neni pod-
porovano.

o Usili vychazi od nékolika jednotliv-
ct, organizace jako celek se nemuze

poucit.

Pti hleddni odpovédi na vySe uvedené
problémy je zakladem tuzka spoluprace
s klienty od pocatecni analyzy soucasné-
ho stavu pres definici cild, strategii, taktik
az po vyhodnocovani. Pti konzultacich
vedeme nase klienty formou struktu-
rovanych diskusi, workshopt a $koleni
k tomu, aby vysledkem byla tymova prace
se zapojenim zastupctl vSech zaintereso-
vanych stran. Nasi klienti jsou na velmi
vysoké odborné urovni a maji mnoholeté
zkudenosti ve svém oboru. Nasim tikolem
jakozto strategickych konzultantu je vy-
tvorit takové podminky, aby management
tymy nasly prislusna feseni a byly jednot-

né v tom, jak a ¢eho chtéji dosdhnout.

Jakmile je vase strategie definovana, jsme
zde, abychom vytvofili plan zmén a zapo-
jili va$ tym do prechodu na tyto zmény.
Nespoléhdme pritom pouze na vybudo-
vani systému zlepSovani, kde se muze-
me zavazat, Ze investice do nds se vam
vicenasobné vrati. Podporujeme rovnéz
moralku a pfistup, jez jsou nezbytné pro
zachovani dosazenych zmén a budoucich

vylepseni.

Co najdete v nasem zdkladnim
programu zlepsovdni?

o Design strategii a vizi s dirazem
na opravdova vylepSeni.

« Tvorba, nastartovani a udrzeni novych
procesu a sluzeb.

« Planovani projektt zaloZenych na me-
todice ,lean".

o Zména a jeji zvladnuti - ,,change ma-
nagement*.

o Personalni coaching a mentoring ve-

doucich pracovnikd.

Pouzivime vyzkouSeny a strukturovany
pristup k neustdlému zlepSovani, pro-
véteny desitkami let zkuSenosti napri¢
odbornostmi a odvétvimi. N4§ model je
snadno pochopitelny, rozsititelny a pri-
zpusobitelny pozadavkiim vasi organiza-
ce, a co vice, je také dostate¢né vykonny,
aby dosahl pozadovaného navratu inves-
tic. Poskytujeme nase sluzby po celém

svete.

Tésime se na spolupraci s vami!

Ing. Vladimir Kozak

ROCHE s.r.0., Diagnostics Division
Kontakt: vladimir.kozak@roche.com
Pro Roche pracuje od roku 2019 na pozici strategicky konzultant, je ¢lenem vedeni diagnostické divize. Béhem své kariéry
se zabyval vyvojem softwaru pro zdravotnické prostredky, rozvojem obchodu a svéfenych tyma. Od mladi se vénuje celé
paleté sportt, zejména atletice a basketbalu, objevil krasu ru¢ni préce se dfevem a vyrabi své prvni elektrické kytary.
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Novy vylepseny DiaLog portal nabizi vysoce intuitivni a uZivatelsky pfivétivé prostie-

di. S nonstop pristupem k personalizovanym informacim a podpofe vam tento digital-

ni pracovni prostor umozni optimalizovat chod laboratore.

Novinky na portalu DialLog

Ing. Mgr. BARBORA MOTLOVA
ROCHE s.r.0., Diagnostics Division

Intuitivné;jsi nez kdykoli
predtim

Kazdy novy rys DiaLogu je navrzeny tak,

aby naplnoval vase potfeby a poskytl vam

lepsi uzivatelské zkusenosti:

« Rychlejsi, jednodussi navigace

o Jednoduché prepinani mezi e-sluz-
bami

o Uzivatelsky ptivétivé rozhrani

o Vylepsené mobilni prostredi

Vse, co potiebujete, na jednom
misté

Kolekce e-sluzeb portalu DiaLog posky-
tuje vykonna feSeni pro vSechny vase
potteby, od rutinnich provoznich a ad-
ministrativnich tkold aZ po neo¢ekavané
vyzvy. Ziskejte cenné obchodni postiehy,

zaSkolte zaméstnance, feSte problémy

Novy vzhled portalu
obsahuje ¢tyri klicové
upgrady usnadnujici
orientaci:

Lepsi vzhled a pocit

Nové zahlavi pro lepsi orientaci

Tlaéitko ,,Dalsi informace*
Podrobny popis vsech dostupnych
e-sluzeb

Nova navigaéni ikona

Intuitivni navigace a jednoduché
prepindni mezi sluzbami

Prizpisobitelné zobrazeni
Upravte si zobrazeni e-sluzeb

do seznamu nebo mfizky

s ndstroji a jiné, a to diky reseni digitalni

podpory vée v jednom.

Dalsi e-sluzby pro vas chystame v pru-
béhu pristiho roku. Zaroven se muzZete
tésit na prubéiné vylepSovani uzivatel-
ského rozhrani pomoci novych funki,
které vam umozni dal$i personalizaci

portalu.

14 59



[ ]
F PREDSTAVUJEME...

Rychlejsi servisni podpora
s portdlem DiaLog

Jedna z hlavnich sluzeb portdlu DiaLog
je Pozadavek podpory - sluzba, ktera
vam umoznuje kontaktovat specialisty

Zakaznického centra. Diky ni muzete

Zakaznické centrum kontaktovat kdyko-
liv, a to i mimo jeho pracovni dobu. Poza-
davky muizete zadavat opravdu kdykoliv,
specialisté Zakaznického centra je budou
re$it v ramci pracovnich hodin centra
(kazdy v$edni den od 7:00 do 16:00). Po-

zadavky vytvofené mimo pracovni dobu

Nové e-sluzby
Kromé vylep$eného uzivatelského prostredi DiaLog nabizi také dvé nové e-sluzby:

mu portfoliu pfistroji véetné rtiznych softwarovych a jazykovych verzi.
Pomuze vdm osvoijit si pouzivéni analyzatoru a jeho nejnovéjsiho soft-
waru. Diky této inovativni e-sluzbé minimalizujete ¢as tréninku na sa-
motnych analyzatorech a produktivita laboratore tak zlistane vyuzita
na maximum.

i Simulator obsluhy pfistroje - simulator nabizejici pristup k velké-

M Labor Aktuell - stranka s aktualnimi i archivnimi ¢lanky ¢asopisu, moz-
— nost stahnout si cely ¢asopis a pfihlésit se k jeho odbéru.

Jak online Pozadavek podpory pomaha plynulosti provozu vasi
laboratore?

Pozadejte o podporu kdykoli a na jakémkoli zafizeni a vyuzivejte flexibilni
pfistup k zékaznickému servisu. Neni tfeba telefon ani e-mail!

Online pozadavky podpory jsou vyfizovany prioritné. Po zadani vaeho
pozadavku se vdm ozve pracovnik Zakaznického centra - a vy tak nebu-
dete ¢ekat na spojeni.

Kdykoliv uvidite aktudlni stav véech svych pozadavkd.

Méjte pfistup k historii vSech zaznamenanych pozadavki véetné souvi-
sejicich servisnich aktivit a zprév na jednom misté.

O IF 0 B¢

jsou feSeny jako prvni nésledujici pra-

covni den.

Hlavni vyhodou vyuzivani této sluzby je
rychlejsi presmérovani vaseho pozadav-
ku na konkrétniho specialistu, ktery se
bude hned vasim problémem zabyvat.
Vétime, ze diky tomu budeme schopni
efektivnéji spravovat a fesit vase poza-
davky, coz je pro vas i pro nas obzvlasté

dulezité v soucasné naro¢né dobé.

Roche Dialog Lj

Ing. Mgr. Barbora Motlova

ROCHE s.r.0., Diagnostics Division
Kontakt: barbora.motlova@roche.com

Od zacatku roku 2018 pracuje na oddéleni profesionalniho servisu v Roche, kde mé na starosti podporu servisnich technikit
a kontrolu dat v CRM. Kromé toho se vénuje spravé uzivatelil a obsahu portalu DiaLog a testuje jeho nové e-sluzby.
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Rijen je mésic, béhem kterého se pacientské organizace, lékati a odborné spolecnosti
vénuji osvété o prevenci karcinomu prsu. I v Roche jsme podpofrili béhem tzv. rizZového
Fijna Zeny nejen v prevenci, ale zvefejiiujeme i inspirativni pf¥ibéhy pro vSechny, kdo
touto tézZkou nemoci prochazeji. Piedstavime vam pfibéh armadni psycholozky Zuzky
Nemcikové a také novy dil komiksu, ktery détem vysvétluje, co je to rakovina prsu.
Za pozornost stoji rovnéz dvé nové terapeutické oblasti na portale MojeMedicina.cz:

idiopatické stfevni zanéty a karcinom jater.

Karcinom prsu, idiopatické strevni
zanéty a karcinom jater. Jak je
odhalit a vyrovnat se s nimi?

Mgr. VERONIKA BACOVA
ROCHE s.r.0., Pharma Division

Zavét se nepise proto, abyste
mohl umfit, ale proto, abyste
mohl krdsné Zit. Pribéh Zuzky

»Rakovinu prsu jsem méla uz t¥ikrat. Ja
jsem neptedpoklddala, Ze se rakovina vra-
ci. A druhé zjisténi, ze v téle je opét zhoub-

ny a rychle rostouci nddor, bylo pro mne

Zuzka Nemcikova pusobila jako armadni
psycholozka a podilela se na pripravach
vojakd na zahraniéni operace. Vénuje se
tématim v oblasti zvladani tézkych zi-
votnich situaci, prace se stresem, mezi-
lidskych vztahii a feSeni Zivotnich ztrat.
Napsala knihu o svém Zivotnim pribé-

hu a vyrovnavani se s rakovinou. Kniha

Podivejte se na dvoudilny videopfibéh této vyjimetné Zeny o vyrovnavani E E

se s tézkou nemoci. Obé videa a mnoho dalsich informaci a ptibéht zen P

s karcinomem prsu najdete na strance www.jetooprsa.cz. E

asi nejvétsi ranou, jakou jsem kdy zaZila.
Vioni mi byly zjistény metastdzy v bfisni
dutiné,“ popisuje Zuzka Nemcikova, kte-
rd se opakované potyka s karcinomem

prsu.

A Zuzka Nemcikovd

miize pomoci véem, kdo se potykaji s téz-

kym osudem.

Medikomiks pomdha ditéti
pochopit, Ze neni jeho vina,
Ze maminka onemocnéla...

»Co se déje s maminkou? Zlobi se na mé?
Uklidil jsem si cely pokojik,“ 1ame si hla-
vu maly Lukas. ,Vis, maminka je ted vic
unavend, protoZe je nemocnd. S touhle
nemoct, kterd se jmenuje rakovina, si télo
samo neporadi, a tak mamince pomiizou

zkuseni lékafi, “ vysvétluje mu tatinek.

Karcinomem prsu casto trpi madamy,

manzelky nebo babi¢ky. Nemoc se pak

V élanku naleznete nékolik QR kadii,
které vas zavedou piimo na danou
stranku na portale MojeMedicina.cz.
Staci, kdyz na svém chytrém telefo-
nu oteviele aplikaci fotoaparat a za-
meérite objektiv na QR kaéd. Aplikace
kéd precte a otevie danou interne-
tovou stranku.

[

tyka celé jejich rodiny. A nejtézsi muaze
byt vysvétlit situaci malym détem. Pro-
to vznikl po kreslenych pribézich o he-
mofilii a lymfomu ve spolupraci s 1ékafi,

pacienty a jejich rodinnymi ptislusniky
novy dil Medikomiksu o karcinomu prsu.
Vsichni autoti do néj vlozili své praktické
zkug$enosti a pribéh odrazi skute¢né déni

v ¢eské rodiné.

Hlavnimi postavami pfibéhu jsou Luka-
$ek, jeho rodice a babicka. Jeho mamin-
ce pravé diagnostikovali rakovinu prsu.
Medikomiks realisticky popisuje, ¢im
prochazi maminka, tita, a predev$im
maly Lukasek, ktery o nemoci nevi vii-
bec nic. Superhrdinové Miki a Roni mu
ukdzou a vysvétli, jak probiha boj zlych
nadorovych bunék a téch hodnych, které
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nase télo ochranuji nejen pred rakovinou.
Pribéh ma $tastny konec. Ditéti i dospé-
lym pomiize pochopit podstatu nemoci

a dodd nadéji, ze rakovinu lze porazit.

Prolistujte si

Medikomiks online na

www.medikomiks.cz. E

Pomdhdame bourat tabu
o idiopatickych stievnich
zdnétech

Tereze Nagyové v osmnacti letech 1ékati
diagnostikovali Crohnovu chorobu. Par
let nato ji odebrali celé tlusté stievo a vy-
tvorili umély vyvod. Postupné zacala ote-
virené mluvit o Zivoté se stomii. Odkryva
toto tabu a pomdhd mnoha lidem pfi-

v

jmout vlastni télo a zit spokojené;jsi zivot.
Crohnova choroba patfi spolu s ulce-
rozni kolitidou do skupiny idiopatic-
kych stfevnich zanétu. Jde o chronické
autoimunitni nemoci, které postihuji
zazivaci trakt. Pro mnoho pacientt je

obtizné zvlddat kazdodenni c¢innosti.

Podivejte se na pri- g |
béh Terezy a seznam- i
te se s témito diagné-
zami. Pokud vés ¢eka
vySetieni traviciho Ustroji, jisté ocenite
podrobna videa, jak probiha rektosko-
pie, kolonoskopie, kapslovéa endosko-
pie nebo gastroskopie. To vie nalezne-
te na portdle MojeMedicina.cz.

A Tereza Nagyovd

K pfiznakim totiz patfi vycerpanost,
krece v btise a Casté priujmy (az 20krat
denné). Tato onemocnéni maji velmi
negativni vliv na jejich soukromy i pra-

covni zivot.

Jak odhalit véas
hepatoceluldrni karcinom

Hepatocelularni karcinom je zhoubné
onemocnéni jater, jehoz vyskyt kazdy
rok stoupa. Ohrozeni jsou lidé s chronic-
kym onemocnénim jater, zejména jaterni
cirhézou a chronickou hepatitidou B a C.
K ptiznakdm patfi bolest bricha, modii-
ny a krvéaceni, zvét$ené bricho, nevysvét-

litelnd ztrata hmotnosti a Zloutenka.

Hepatoceluldrni karcinom je mozné zjis-

tit pomoci vySetfovacich a zobrazovacich

Pokud se chcete EEE

dozvédét vice o této == ;%
diagndze, kliknéte na E
www.viditeskrz.cz.

metod, jakymi jsou vysetfeni nadorovych
markert z krve, rentgenové vysetfeni
hrudniku, ultrazvukové sonografické vy-
$etfeni jater, CT vySetfeni bficha, magne-
tickd rezonance, angiografické vysetfeni

jater.

Mgr. Veronika Ba¢ova

ROCHE s.r.0., Pharma Division
Kontakt: veronika.bacova@roche.com
V Roche mad na starosti ve, co se tyka digitalni komunikace smérem k verejnosti. Pfedevsim vytvareni obsahu a spravu
webovych stranek mojemedicina.cz a roche.cz. Spravuje také Facebook a Twitter MojeMedicina a YouTube kanal
spole¢nosti. MojeMedicina.cz a socidlni sité podavaji interaktivni a srozumitelnou formou informace o diagnézach,
vysetfenich a typech 1é¢by. Roche tak pomaha lidem Iépe se pfipravit na vySetieni, porozumét své nemoci anebo se

| dozvédét o novych zpusobech 1é¢by.
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Kyneme... zdravéji trochu jinak

Ing. KATERINA MALKOVA
ROCHE s.r.0., Diagnostics Division

Letos jsem zcela propadla kvasku. Chvili
trvalo, nez se mi povedlo vypéstovat si svijj

vlastni zitny kvasek z fermentované ovocné

Kvaskové
celozrnné langose
superkvasaci.cz

vody. Byl pro mé velky zazitek, ze zkvasené
ovoce miize poslouZit nejenom jako star-
tér kvasku, ale podobné jako drozdi pfimo
k vyvinu krasného kynutého peciva. Prv-

ni chleba, ktery jsem pekla z této ,vonavé

vody, si nesl viini merunék a byl to balon —
po rozkrojeni jako emental, vla¢ny s obrov-
skymi oky a bez drozdového aroma. Od té
doby jsem ztracend, peceni s kvaskem je
silné navykové. Jaky je vlastné rozdil v pe-

¢eni s drozdim a s kvaskem? Asi podobny,

Cookies
ovsenno-kokosové
s lievito madre
zuzana.dolinka.sk

jako kdyz mate doma kocku, anebo celé
hospodarstvi. Mikrofléra kvaskd, kterych
je navic nemalo, je velice riizna, ale vzdy se
jednd o symbi6zu kvasinek a bakterii mlé¢-
ného kvaseni. Smésna kultura nejen navza-

jem podporuje svou komunitu, ale zlepsuje

vlastnosti peciva, a co je také dilezité, nam
konzumentum prispiva ke kvalitni stfevni
mikroflére. Ta ma, jak se dnes jiz vi, dopad
na témeér vse — dokonce i psychiku a chova-
ni. Kdybych to vzala velkou zkratkou, fekla
bych, Ze jsem pod vlivem a sama se stavam
svym kvaskem. O kvasek se sice na rozdil
od su$eného drozdi musite starat, ale neni
to Zadné drama — na prochazky nemusi,
jen krmit a krmit. Vedlej$im produktem
péce je dalsi a dalsi kvasek, ale toho se také

Kvasové vafle
maskrtnica.cz

nemusite obdvat — receptll na vSemozné

pecivo od krekri (Gzasné) pres livance az
po rohliky je na internetu obrovské mnoz-
stvi, mouka nestoji svét, a to ani v kvalité
bio, a jeji hnéteni (v mém pripadé vétsinou

strojové) dost osvobozuje od stresu a tenze.

A tak se uZ vezu na vlné a postupné se zba-
vuji predsudkd, napriklad chleba davam
do pekace a do studené - opravdu, neni to
chyba - studené trouby. Krasné dokyne!
Povazuji praci s kynutym téstem, které je
skute¢né zivé a nékdy i vrtosivé, za formu
arteterapie, je to priméfené jednoduché

a nesmirné uspokojivé. Moji blizni jsou

w ’
Z KUCHYNE ROCHE i

za domdci pecivo vieho druhu radi. A po-
vazte, kvask je vice! V mé lednici se na-

stalo zabydlela lievito madre, ,kvaskova

Kvaskovy
trdelnik

| mykitchendiary.sk

mama’, coz je zvlastni varianta s ¢eskym
oznacenim tuhy kvasek. Ten nemusite kr-
mit tolik jako Zitnou nenasytu a chut peciva
je o poznani jind — nema kyselost, ktera se
u sladkého peciva moc nehodi. A pokud se
vam chce dobrodruZstvi jen otestovat, pak

si od mistniho pekare zkuste kvasek koupit.

Lievito madre -
kvaskova mama

| vune-chleba.cz

Existuje 1 kvaskova mapa, néco jako obc¢an-
ska kvaskova vypomoc. A nyni k receptiim.
Jsou prevzaté a jsou k nim mnohdy i krés-
né dalsi pribéhy autord, o které vas ne-
chci ochudit, proto sdilim rovnou odkazy
na recepty a véfim, ze naleznete i mnohou

daldi inspiraci. Recepty to nejsou ledajaké,

Makové ,Telky“
kvaskové
| pekarnomanie.cz

zvolila jsem tzv. prasarny, jidla, kterd mame
zazitd jako nejhorsiho zrna junk food. Ale
nemusi to tak byt. Pfesvédcte se sami!

Hodné zdravi do nového roku.

Ing. Katefina Malkova

ROCHE s.r.o0., Diagnostics Division

Kontakt: katerina.malkova@roche.com
Pracuje v diagnostické divizi Roche od roku 2003 a vénuje se marketingové komunikaci. Od zacatku roku 2018 je $éfredaktorkou
¢asopisu Labor Aktuell. Velice rdda vafi a experimentuje v kuchyni.
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