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Potravinové alergie
aCCD..

1da se, Ze nezadouci reakce na potraviny — alergie a intole-
rance —sestaly ,hitem” posledni doby. Jisté je, Ze nepfiznivé
reakce na potraviny mohou objektivné nastavat a majiSiroké
spektrum pricin - toxické, metabolické, ad ...
vicestr. 3

LABORATORNINOV

Dudlni barveni v imunohistochemii bylo pouzivano pi
manudlnim zpracovani jiz v dobé, kdy barvici automaty
byly teprve ve smélych snech védci ...
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Vazena pani doktorko, pane doktore,

Vas partner v laboratorni mediciné

Dovolujeme si vas srdecné pozvat na tradicni jarni seminéfe

Seminare laboratorni mediciny

26.4.2018 Uherské Hradisté, 16.00
3.5.2018  Uhersky Brod, 16.00
10.5.2018 Zlin, 16.00

17.5.2018 Prerov, 16.00
24.5.2018 Brno, 16.00

Vérim, Ze jste Uspésné vstoupili do roku 2018 a v soucasné dobé si jiz uzivte pijemného
jarniho obdobi. Tak jako kazdy rok touto dobou jsme pro Vs pfipravili zajimavé informace
o Cinnosti nasich laboratof, ale také o nékterych dileZitych skutecnostech, které se v profes-
nim Zivoté dotknou nés v3ech. V téchto Laboratornich novindch bychom Vés radi informo-
vali o vy3etfenich, kterd se provadéji v rlizné odborné zaméfenych laboratofich, které jsou
soucésti naseho laboratorniho celku. Mnozi z Vds ve Vasich praxich vyuZivéte biochemickd
aimunoanalytickd stanoveni a tak pro Vds budou jisté pfinosné informace o stanoveni vita- Témata:
minu B12 a vysoce senzitivniho tyreoglobulinu. B&Znou soucdsti informaci z laboratof jsou 1. Uvod — RNDr. Loucky, J.
také mikrobiologické vysledky a jsem rad, Ze se nam podafilo kvalitu a zejména rychlost 2. Aktivni forma vitaminu B12 — RNDr. Pavlikovd, M.
téchto vySetfeni vyznamné zlepsit diky systému MALDI - TOF. Na vjznamu v poslednidobé 3. Potravinova alergie a CCD — RNDr. Buresova, |.
ziskavaji stale vice také vyetieni, provadéna v alergologickjch aimunologickych laborato- 4 Incidence vyskyt strevnich patogend ve vzorcich vy3etrenyich v nasi laboratofi
Fich. Také o této problematice si miizete v tomto vydani Laboratornich novin precist zajima- Mgr.Siskova, P. L
vy piispévek. Pestrou paletu prezentovanych laboratornich vy3etieni doplni také dva clanky ) Stafylokovkove toxikézy - Mgr. J urcova, D. .

o . . . e . Laboratof MDgK-plus — nejmladsi ¢len skupiny vaselaboratore.cz
znasi patologické laboratore MDgK-plus spol. sr.0. Nejen zdravotnickd zafizeni si v soucasné PharmDr. Zima, A.
dobé kladou otdzku, jakym zpdsobem jejich ¢innost ovlivni nafizeni EU o ochrané osobnich 7. Sprévné proveden preanalytické fize
(idajli - GDPR. Také tomuto tématu se Laboratorni noviny krdtce vénuji.

o\ Ui

Véfime, Ze vam touto cestou
miizeme poskytnout zajimavé informace,
které prispéji k lepsi spolupraci mezi

vami, nasimi klienty a v konecném
diisledku pak k vyssi kvalité
péce o vase pacienty.

Je mou milou povinnosti Vas také pozvat na sérii odbornych seminék, které pro Vas na jare
pfipravujeme a jsem si jist, Ze v ramci téchto semindfli budeme prezentovat nejen odbornd
témata, kterd jsou uvedena v oficidlni pozvance, ale jisté bude spolecny zdjem diskutovat
také zminénou problematiku GDPR. TéSime se spolu s mymi kolegy na nade setkani v rdmci
téchto semindfd.

Tésime se na setkani s vami,
Vase laboratoie

S piténim krasnych jarnich dndi
RNDr. Jaroslav Loucky

Do dnesnich dn se antibiotika k Iéché infekénich onemocnéni pouzi-
vaji zhruba 80 let a zachranily spoustu lidskych Zivotd. Jejich pouzivani

du MALDI - TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization s analy-
z0u doby letu Time of Flight) a prévé pfistroj zaloZeny na této metodé

Smyslem prace mikrohiologti od samych pocatki jejich éinnosti
je zachytit piivodce onemocnéni, popsat jej a najit vhodnou
léchu.

Petriho misky, zkumavky, bakteriologické klicky a mikroskop jsou
naprosto nezbytné soucésti vybaveni mikrobiologické laboratore. Bez
nich si nelze praci s bakteriemi predstavit jiz od dob Louise Pasteura i
Roberta Kocha. Zménily se a zmodernizovaly se pouzivané materidly
ikultivacnimédia, ale podstata prace je stdle stejnd — zachytit plvodce
onemocnéni (patogena), spravné jej identifikovat a stanovit antibio-
gram, na zakladé kterého se vybere vhodny preparat k Iéche.

md ale bohuzel i své stinné stranky a to je ohromny nrdst rezistence
hakterii k antimikrobnim latkam. Narlst rezistence nelze zastavit, ale
Ize ho snad alesponi trochu zpomalit raciondinim pouzivanim anti-
biotik. A pravé spravnd a rychld identifikace vykultivovanych bakterii
je zékladem racionalni ATB terapie, nebot v dnesni dob jiz vime, Ze
spousta bakteri ma své typické prirozené rezistence.

Identifikace bakterii ja zaloZena na morfologickych, mikroskopickych
a biochemickyich vlastnostech, kdy vyhodnoceni vysledku trvd i néko-
lik dni.

Dnes se diky obrovskému pokroku pohybujeme jiz na molekulémi
(rovni a k identifikaci bakteri lze pouzit spektrofotometrickou meto-

mdme od ledna 2018 k dispozicii v nasf laboratoi.

MALDI-TOF slouzi k rychlé a presné identifikaci mikroorganismii
7 hiologickych material. Metoda je mnohem rychlejsi a levngjsi ve
srovnani s konvencnimi metodami, nebot provedeni samotné analyzy
je v Fadu minut. Identifikace pak probihd porovndnim hmotnostniho
spektra (proteinovy profil) daného vzorku s databézi. Nicméné viastni
interpretaci vysledku identifikace ale vzdy musi provést mikrabiolog.
Hlavnim pfinosem, které pfindsi pofizeni tohoto pfistroje do nailabo-
ratofe, je tak zrychleni laboratorni diagnostiky pro nase klienty.

Mgr. Dana Jurcova
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\/tomto roce jsme v [aboratofi rozsiili nabidku vySeteni na anémie o stanoveni aktivni formy vitaminu
B12 - holotranskobalaminu. Tento vitamin je pro organismus nezbytny — hraje roli v syntéze DNA a tim
i pfi déleni bunék, ovliviiuje cinnost nervového systému a spolu s kyselinou listovou —foldtem se podili
nakrvetvorbg.

Nedostatek vitaminu B12 spolu s nedostatkem foldtu zpisobuje megaloblastovou anémii. Klinicky
se projevuje tnavou, slabosti, palpitaci Gi parestezi, pfiznaky nastupuji pomalu vzhledem k zdsobam
v organismu. \/ krevnim obraze je typickym nalezem anémie s vyssi hodnotou MCV, ddle leukopenie
sneutropenifi trombocytopenie, v séru nizkd koncentrace foldtu i vitaminu B12.

Holotranskobalamin stanovujeme v séru a vy3eteni mnozstvi folatu v erytrocytech provadime z odbéru
do EDTA spolu se stanovenim krevniho obrazu.

0d 25. kvétna 2018 zacind v celé EU platit obecné nafizeni o ochrané osobnich tidajti — GDPR — General
Data Protection Regulation. V laboratofi archivujeme osobni data na zaSifrovaném serveru a pfistup do
[aboratorniho systému je podminén heslem, jedinecnym pro kazdého uZivatele. Kazdd osoba pohybujici
se v laboratofi mé podepsany zavazek micenlivosti. Veskerou papirovou dokumentaci s osobnimi idaji
skladujeme v uzamdenych prostordch a nepotiebné dokumenty likvidujeme skartadi, v pripadé Stitkd
na biologickém materialu ve spalovné. Pii hlasent telefonickych vysledkd konkrétnich osob pozadujeme
heslo kidentifikaci telefonujici osoby.

Firma DS Soft, dodavatel naseho laboratorniho systému, v soucasné dobé vyviji modul, ktery podle
pozadavkd nafizeni nejen zdokumentuje, jaké konkrétni osobni tidaje vedeme, kde a v jaké formé jsou
tyto tdaje uloZeny, za jakym tcelem je mame, kdo k nim mé piistup a jak je s nimi zachdzeno, véetné
likvidace, ale soucasné i upozorfiuje na rizika pii zachazeni s témito (idaji. Tento modul je pfizpiisoben
piiimo pro nasi laboratof.

Mgr. Hana Kadlcikova

Kostni dieii k vySetreni Ize ziskat dvéma zpiisoby - slozi-
téjsi trepanobiopsie, snadnéjsi sternalni punkce.

Trepanobiopsie — poskytuje komplexnéjsi prehled o kostni
dreni nez stemnalni punkce, jde o odbér vdlecku kosti ze spina

Co miizeme nabidnout:

mozné ziskat na tel. +420 734 380 896 nebo emailové
adrese mojmir.moulis@mdgk.cz.

Stanoveni high sensitive
tyreoglobulinu (hsTg)

Karcinom 3titné Zldzy je nejCastéjsi endokrinni malignita, prestavuje asi 1az 1,5 % zhoubnyich nddord, uzen
jeto péty nejéastéjsi nador. Jde o jeden zmdla nédord, u kterého je v poslednich letech dokumentovan velky
ndriistincidence. ZvySenou incidenci néktefi odbornici spojuji se zvy3enou diagnostickou senzitivitou a cas-
t&im vyuzivanim citlivych diagnostickych postupd, véetné ultrazvuku. Jini odbornici se domnivaji, Ze jde
0 ndriist podminény prostiedim a zménami Zivotniho stylu. V pfipadé podezFent na karcinom je nezbytnd
kvalitni chirurgickd é¢ha v dostatecném rozsahu (totaInityreoidektomie). Vzhledem k tomu, Ze byly pozoro-
vany pozdni recidivy i po 30 letech od komplexni lécby, je nezbytné nemocné dozivotné sledovat.

Tyreoglobulin je 660kDa velky glykoprotein, ktery je za normalnich okolnosti uloZen ve folikulamim koloidu
velmi dobrym nédorovym markerem u pacienti s karcinomem stitné 213zy. Az do nedavné doby, z divodu
omezené itlivosti Tg testdi pro detekci menSich lozisek tumoru, bylo nutné provést dostatecnou stimulaci
endogenni produkce Tg vysokou sérovou koncentraci TSH pomoci ndkladné injekce rekombinantniho lid-
ského TSH nebo dosazeni hluboké hypotyredzy po CtyFtydennim vysazeni substitucniléchy levothyroxinem.
zminéné stimulace. Zavedeni tohoto testu tak vede ke sniZeni nakladi na sledovani nemocnyich a zvyuje
komfort péce tim, 7e neni nutné podstoupit hypotyredzu’

Pii pouziti stanoveni hsTq Ize pozorovat zvySeny pocet ‘thyreoglobulinpozitivnich’ pacientd, ackoliv pacienti
nevykazuji Zadné Klinické znaky nemodi. Tyto pacienty nelze oznait jako zdravé a méli by byt monitorovéni.
Zariziko recidivy je povazovana koncentrace bazélniho tyreoglobulinu 0,15g/1. Méfici rozsah hsTg metody
jeji od hladiny 0,04y19/1 do 500ug/1. Méfeni Tg méize byt ovlivnéno piitomnost protilatek Tg, zpdsobujicich
falesné vysoké nebo falesné nizké hodnoty Tg. Z tohoto déivodu se u vech vzorki Tg doporucuje zméit
antiTg, aby bylo mozné vyloudit interferendi.

Literatura: 'Labor Aktuell 02/15, prof MUD. Petr Vicek, CSc

Mgr. Sarka Valcikova

zakrok s vy33im rizikem komplikaci, proto se provadi vétsinou na
specializovanych pracovistich.

Sternalni punkce — odbér aspirdtu kostni diené ze sterna, toto
vySetieni je vice rozsifené, déld se i na mensich pracovidtich vé.
ambulandi. Standardné se aspirt hodnoti cytologicky (ndtéry na
skle — myelogram), dale se posild na flowcytometrii, popf. na ge-
netiku. Histologické vy3eteni se standardné nedéla!

Predmétem zdjmu nové nabizeného vySetfeni je zejména mate-
ridl ziskany pravé sternalni punkci, kterych se déla daleko vice nez
trepanobiopsil.

V laboratofi MDgK-plus jsme zavedli moZnost vy3etfovani koagul
aspiratu kostni dené ziskanych sterndlni punkci. Diky tomuto
histologickému vy3etfeni jsme schopni do znatné miry elimi-
novat nevyhody sterndIni punkce a rozsifit spektrum vy3etieni
sterndInich punkdi. A prévé diky moznosti histologického vy3et-
feni jsem schopni pribliit toto vySetfeni a jeho vysledky k trepa-
nobiopsii. Pokud jde o technické provedeni odbéru materidlu pro
vySetieni, jde v podstaté o ,odpad", ktery hematologové likviduji.
Zpracovani tohoto materidlu nepfedstavuje pro hematology vési
(asovou ani materidlovou ztéZ. Hematolog odebere materidl na
poZadovand vysetfeni tak, jak je zvykly (ndtéry, flowcytometrie,
genetika). Zbytek se nechd zkoagulovat. Krevni koagulum je né-
sledné vlozeno do odhbérové zkumavky s formolem (dodame) a je
odeslano k ndm do laboratore.

VySetfeni koagul aspirétu kostni dfené ze stemndini punkce je
vhodné zejm. ke zlepseni a zpfesnéni diagnostiky lymfoproli-
ferativnich onemocnéni a plazmoceluldmnich neoplazi. Lze jej
viak vyuzit i u jinych onemocnéni kostni dfené, napf. myelody-
splastickych syndromd, akutnich leukémii, myeloproliferativnich
neoplézii a dalSich. Toto vy3etfeni casto poskytuje presnéjsi obraz
zmén v kostni dfeni nez vySetieni natérd aspiratu kostni diené ze
sternélni punkce, protoZe neni zkresleno pfimési periferni krve
aumoznuje tak presnéjsi kvantifikaci nadorového infiltratu.

Vizhledem k tomu, Ze nase laboratof disponuje Sirokym panelem
protilatek pro imunohistochemickd vy3etfeni, jsme schopni navic
provést komplexni imunofenotypizaci nadorovych bunék, dle-
Zitou napf. pro presnou klasifikaci lymfoproliferaci. Soucasné ve
spolupréci se smluvnim zafizenim jsme schopni provést moleku-
[dmé genetické vy3etfeni (B a T klonalita, vy3etfeni translokaci
apod.).

Panel protilatek, ktery méme v soucasnosti k dispozici (relevantni
k vy3etfeni kostni dfené): (D3, (D4, (D5, (D8, (D10, (D15, (D20,
(D23, (D30, (D34, (D56, (D138, kappa, lambda, bcl2, b6, cyklin
D1, MUMT, TdT, c-myc, ALK, DBA 44(HCL).

Financni narocnost: priimémé asi 2400 bodd na jedno vy3etfeni.

MUDr. Mojmir Moulis.

Obr. 1: Kostni dier HE 100x — krevni koagulum s fragmenty
kostni dfené.

Obr. 2: Kostni dien (D138 100x — imunohistochemicky
priikaz plazmatickych bunék v kostni dfeni za pouiti markeru
(D138 u pacienta s plazmocelularim myelomem.

Neinvazivni prenatalni testovani
nase nabidka v roce 2018

Prenatalni diagnostika neni jen cestou, jak poprvé ukazat budouci mamince jeji nenarozené dité
a urdit pohlavi miminka, ale slouzi pfedevsim k deteki zavaznych vad u plodu. Pii prenatalni dia-
gnostice mezi 11.-13. tydnem téhotenstvi se urcuje riziko zavainé chromozomalni vady u plodu -
Downova, Edwardsova ¢i Patauova syndromu.

Miizeme ale jiZ v tomto ohdobi diagnostikovat i velmi zavainé vrozené vady, které miizou byt di-
vodem pro ukondeni téhotenstvi — napf. nejzavaznéjsi vady vjvoje mozku (anencefalus, akranius),
velmi zdvazné vady srdce, koncetin éi mocovyich cest. Mensi vrozené vyvojové vady, které ale také
mohou mit velmi $patnou prognézu, se diagnostikuji béhem ultrazvukového (UZ) vysetieni ve 20.
tydnu téhotenstvi.

Prestoze se tyto screeningové metody neustale zlepsuji, nejsme nikdy schopni doséhnout 100% zichytu viech
chromozomdlnich odchylek, vrozenyich vad a zévaznjch genetickych onemocnéni b&nymi prenatainimi testy.
V'soucasné dobé miizeme odhalitasi 90 % téhotenstvis Downovym syndromem—tzn. 9z 10 téhotenstvis Downo-
vym syndromem odhalime a Zena se pak miize rozhodnout pro pifpadné ukonceni téhotenstvi, 12 10 téhotenstvi
s Downovym syndromem v3ak screeningovymi programy projde s negativnim vysledkem a takové dité se narodi.

Nejspolehlivéjsi screeningovou metodou, kterd je schopnd urcit riziko Downova syndromu u plodu s pravdépodob-
nostivyssinez 99 %, je neinvazivni prenatélnitestovani, které je novinkou v nabidce prenatalni péce a zdjem o tyto
testy velmi nardistd.

Neinvazivni prenatdIni testovéni (NIPT) byvd ¢asto vyuZivano jako alternativa invazivnich metod (odbér plodové
vody — AMC, odbér choriovych klkdi - CVS). Pfi invazivnich vykonech je 0,5-1% riziko potraceni plodu, které u NIPT
odpads, protoze se odebird pouze periferni krev matky. Neinvazivni test Ize provést jiz od 10. tydne téhotenstv.
Visledky testu jsoujiz za 5 az 7 pracovnich dni od doddni vzorku do laboratofe (dle typu testu). Tyto testy miizou
podstoupit i Zeny po IVF cyklu s viastnimi, nebo darovanymi vajicky. S urcitymi omezenimi lze také test provést
u dvojcat. V/ pripadg, Ze je  testu vyhodnoceno vysoké riziko chromozomdlni vady u plodu a Zena by chtéla pod-
stoupit ukonceni gravidity, je nutné vysledek ovéfit z odbéru plodové vody.

Laboratofe Imalab s.r.0. ve spoluprdci s Centrem prenatdini diagnostiky Prediko, s.ro. nabizeji NIPT dvou renomo-
vanyich americkych spolecnosti: Ariosa - test Harmony a Sequenom - testy MaterniT21 PLUS a MaterniT GENOME.
Zaklad vsech t testd tvofi vySetieni nejcastéjSich zavaznych chromozomalnich vad — jde o Downiiv, Edwardsiiv
aPatadiv syndrom. Rozsifend verze testu Harmony umoziiuje i vySetfeni pohlavi plodu a odchylek pohlavnich chro-
mozom( (TumerGv syndrom, 45,X; Klinefeltertv syndrom 47XXY: superzena 47 XXX a supermuz 47 XYY). Novinkou
pro tento test je moznost vy3etfeni DiGeorgova syndromu (delece 22q11), ktery je spojen s vysSim rizikem srdecni
vady u plodu aje v nabidce od roku 2018. Vielmi populdrni je test MateniT21 PLUS, ktery umoziiuje vySetfit dali

MUDr. Véra Hiirkova, Mgr. Michal Zapletal, Mgr. Michal Zeméanek, Ph.D.

Potravinova alergie a ((D

1da se, Ze nezadouci reakce na potraviny — alergie a intolerance - se staly ,hitem“
posledni doby. Jisté je, Ze nepiiznivé reakce na potraviny mohou objektivné nasta-
vat a maji Siroké spektrum pficin - toxické, metaholické, ad. Svij podil maji i imu-
nologické priciny, na kterych se mohou podilet vsechny typy imunopatologickych
reaki. Diagnosticky nejsnaze postizitelné jsou imunopatologické reakce I. typu,
tedy zprostiedkované IgE protilatkami.

VlySetfeni senzibilizace pacientdi réiznymi potravinovymi alergeny patfi k castym pozadavkim
Iékari alergologu, ale nejen jich. Laboratof md k dispozici nékolik metod stanoveni specifickych
IgE protilatek, z nichz pomémé oblibenou se stala multiplexové metoda na principu imunob-
lotu, kde jednim z testovanych alergendi jsou (CD — z anglického cross-reacted carbohydrate
determinants (ili zkiizené reagujici cukerné determinanty. Chemicky jde o zbytky cukrd —
fukdzy a xylézy — navdzané na aminokyselinu asparagin. Glykosylace je formou posttranslacni
modifikace; podili se na vytvareni struktury proteint, chrani je pied proteazami a prodluzuje
fivotnost sekretovanych bilkovin. (CD s fukézou a xyl6zou se vyskytuji u rostlin — v literatufe se
jako typické potravinové alergeny s CCD uvadéji rajské jablko, mrkev, celer a brambor. Je nutno
zdiiraznit, Ze (CD jsou obsazeny i v nékterych slozkach jedu blanokfidlého hmyzu — fosfolipaze
A2 a hyaluroniddze. Naproti tomu se (D s xyl6zou a fukézou nevyskytuji u savct a mohou tak
uvnimavych osob vyvolavat senzibilizaci.

Objev (CD je piisuzovan Robu Aalbersemu z university v Amsterdamu, ktery pozoroval, Ze IgE
7 pacientskych sér zkfizené reaguje jak s extrakty riiznjch alergennich potravin, tak s hmyzimi
jedy a tato reaktivita zmizela plisobenim jodistanu (publikovano 1981). Poté co byla existence
((Dsenzibilizace prokdzanai dalSimi autory a uznana za reaIné existujici, zacal spor o jeji Klinicky
vyznam. V soucasnosti se zdé, e vyjsledné minéni se nezvratitelné kloni ke klinické irelevantnos-
tia-((D protilatek. Tento zdvér je podporovan tim, Ze proteiny jsou obvykle monoglykosylovany
a chybi tedy druhd determinanta, kterd by propojila dva IgE receptory na mastocytech nebo
bazofilech a spustila tak jejich degranulaci. Dalsim podpdrnym faktem je to, Ze (CD nespousti
uvnimavych osob jen tvorbu IgE, ale také lgG, kdy zvIasté lgG4 pak mohou pisobit jako bloku-
jici protilatky. Nicméné byly velmi vzécné popsany i zdvazné klinické alergicke reakce, které se
nepodafilo dat do souvislosti s nicim jinym nez s piitomnosti a-CCD IgE. Lze tedy do budoucna
ocekévat snahu provést klinické studie s velkym mnoZstvim proband, aby mohla byt zdleZitost
klinické relevance a-CCD protilatek definitivné vyjasnéna.

Z pirehledu vysledkil vysetieni metodou imunoblotu (za obdobizafi 2017 — tinor 2018) vyplyva,
7e nejcastéjsim pozorovanym zdrojem senzibilizace jsou pravé CCD. Z 269 pacientd, kterym byl
imunoblot proveden, byla senzibilizace CCD pozorovana u 32z nich, tj. u 11,9 %. Literatura uvédi,
7e senzibilizaci CCD vyvine 20 % a vice alergickych pacientd. Hladina a-CCD IgE protilatek obvykle
nebyva vysokad, nejcastéji se pohybuje vRAST tiidé 1-3 , ale vjednom pfipadé jsme zaznamenali
i RAST tfidu 5.

Je oviem potreba upozornit na to, Ze anti-CCD protilétky mohou maskovat pritomnost klinicky
relevantnich IgE protiltek proti proteinovym epitoplim. Nelze poskytnout jednoznacny ndvod,
jakje rozlisit. Glykozylace je v rdmdi rostlinné fiSe Siroce rozsitend - potencidlnich alergeni s (CD
je tedy mnoho. Zdkladem urcité bude anamnéza a posouzeni klinickych obtizi v souvislostis jed-
notlivymi (CD-obsahujicimi alergeny. Z laboratorniho hlediska by k zakladni orientaci mohlo
pomaoci porovnani intenzity reakce (CD s intenzitou reakce na dalsi alergeny. Pokud je intenzita
reakce (RAST tiida) u dalSich alergent rostlinného plvodu stejnd nebo nizsi neZ intenzita reakce
5 (D, pak Ize s urcitou mirou pravdépodobnosti dovodit, Z i reakce na ostatni alergeny souvisi
5 ((D. Pokud v3ak néktery alergen spadd do RAST tfidy o 1 nebo vice tid vys3i nez je RAST tfida
(CD (obrézek imunoblotu?), je nutné zvazovat klinicky vjznamnou senzibilizaci a pro jejf prokd-
zani pouZit napr. rekombinantni alergenové komponenty, které CCD neobsahuji.

Existuje, dosud spiSe teoretickd, moznost blokace CCD v rami pfipravy vzorku séra pred labo-
ratori analyzou za pomoi glykoprotein-specifickych protedz nebo volnych piidanych glyko-
proteindi. Tyto postupy zatim nejsou standardni soucasti stavajicich laboratornich souprav pro
testovani senzibilizace na riizné alergeny. Nové se inhibitor CCD objevil v novém produktu firmy
Macro Array Diagnostics, coz je multiplexovy test poskytujici téméf kompletni senzibilizacni ob-
raz pacienta. Tento test vam radi blize predstavime na na3em pravidelném jarnim semindfi, na
ktery vds timto srdecné zveme.

Pro tiplnost je potfeba uvést, ze existuje i jeden CCD, vyskytujici se u vysSich Zivocichd, je jim
tzv. alfa-galaktosylovy epitop, vyskytujici se u v3ech savcd, s vyjimkou opic tzv. Starého svéta
alidoopd, tedy i clovéka. Protildtky proti tzv. alfa-gal jsou tak u lidi béZné zastoupeny a vzacné
mohou (snad v souvislosti s prenosem tohoto (CD kousacim dstrojim kliStéte, které predtim salo
na néjakém savci) byt pficinou zavazné alergické reakce na konzumaci savciho masa, kterd mé
netypicky oddaleny ndstup (3-8 hod).

Literatura: Altmann F. The Role of protein Glycosylation in Allergy. Int Arch Allergy Immunol 2007;142:
99-115 Kaulfiirst-Soboll H et al. Reduction of (CD in Plant Foodstuff: Elucidation of Clinical Relevance
and Implicytions for Allergy Diagnosis

RNDr. Ivana Buresova, RNDr. Pavol Bologa
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[HC barveni se v dnesni dobé hojné vyuZivd v patologii, at uZ k rutinni nebo pokrocilé diagnostice.
Nejcastéji se pouzivé jedna specifickd protiltka k prikazu jednoho specifického antigenu v jednom
histologickém Fezu. BMK Ultra umoziiuje priikaz i dvou specifickych antigend pomoci dvou specific
kych protildtek a dvou detekénich systémii v jednom histologickém fezu, coZ pfindSinékolik vjhod. Tou
ciho cyklu. Déle tato metodika pfindsi casovou sporu jak pfi zpracovéni v laboratof, tak pfi stanoveni
diagndzy — |ékafi nemusi prohliZet 2 preparaty, vidi dvoji vysledek v jednom fezu. Nezanedbatelnd je
i ispora pracovnich pozic v pfistroji (BMK Ultra disponuje celkem 30 pracovnimi pozicemi). Konkrétné
pfi provozu v nasi laboratofi to znamend tisporu 3—4 pracovnich pozic ve stroji denné, které je mozné
pouZit k dalSimu barveni, a tim zvysit efektivitu prace. Neméné diilezita a mnohdy i zasadni je Uspora
bioptovaného materidlu, zejména u jehlovych biopsii.

0d podzimu 2016 provadime IHC dudlni barveni i u nds v laboratofi MDgK-plus. Pro pilotni testovani
jsme zvolili dudlni barveni Ki-67/p16. Viysledek byl vic neZ uspokajivy, coz nds vedlo k vyzkouseni dal-
Sich kombinaci protiltek.

V nasi laboratofi pouZivame k vizualizaci antigend pfi dudlnim barveni ndsledujici dva detekeni systé-
my. Prostandardni hnédy signal (hnédou koncovku) pouzivame kit obsahujici DAB (3,3-diaminobenzi-
din), ktery je bé&zné vyuZivan i pro standardni IHC vy3etfeni. Vyistupem je hnédy nerozpustny komplex,
hnédy signdl. Pro druhou, cervenou koncovku pouzivame kit s alkalickou fosfatézou (AP Red). Vysled-
kem je cervené zbarveni. Oba kity jsou dodavany firmou Ventana Roche.

V laboratofi MDgK-plus jsou zavedeny a k dispozici nasim zakaznikim nasledujici meto-
diky dualniho barveni:

«Ki-67/p16

+Ki-67/HMB-45

+Ki-67/MELAN-A

«(D3/(D20

« (yklin D1/CD23

« (K5,6/p63

+(D4/(D8

dudlniho, ¢i dalsi dotazy je mozné ziskat na tel. +420 734 380 896 a emailové adrese mojmir.moulis@
mdgk.cz, pfipadné stritecka@mdgk.cz.

PharmDr. Ales Zima, Ph.D

Priklady dualniho IHC barveni v laboratofi MDgK-plus
Dualni barveni Ki-67/p16

Ki-67 - Jadery protein exprimovany ve viech aktivnich fézich bunééného cyklu (tj. vyjma faze G0). In-
dikuje riista déleniburiky. Je pouzivan jako nejdleZitéjsi marker proliferacni aktivity, zejména nadord.

P16 - Imunohistochemické vy3etfeni proteinu p16 v tkéfovych fezech fixovanych ve formalinu a za-
litych v parafinu (tzv. FFPE prepardty), ziskanych z cervikélnich biopsi, sloui ke zvy3eni diagnostické
presnosti v odliSeni low-grade a high-grade cervikaInich intraepiteliélnich 1ézi.
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Dualni imunohistochemické barveni
pomoci BenchMark ULTRA

Dualni barveni vimunohistochemii (dale jen IHC) bylo pouzivano pii manualnim zpracovani jiz v dobé, kdy IHC barvici auto-
maty byly teprve ve smélych snech védcii.Vzhledem k pracovni a ¢asové narocnosti, a ne zcela idealnim vysledkiim se tato
metoda v minulosti v rutinni praxi neujala. Jiny pohled na tuto problematiku nam pfinesla moznost vyzkouset dualni barve-
ni na pristroji BenchMark ULTRA (dale jen BMK Ultra) od spolecnosti Ventana Roche, ktery je u nas v laboratofi nainstalovan

Obr. 1:Ki67/p16 — 40x: Cipek délozni s high grade intraepitelialn lézi

Dualni barveni CK5,6/p63

CK5,6 - Cytokeratiny jsou fibrozni polypeptidy. Jsou diileZitou soucésti cytoskeletu ve vétsiné epitelial-
nich bunék. CK5 je piitomny v bazdIni, stfedni a povrchové vrstvé stratifikovanych epiteld, stejné jako
v prechodnych epitelech, slozenych epitelech a v mezotelidinich burikéch a mezoteliomu. CK6 je pii-
tomny v proliferacnim skvamdznim epitelu. Protilatky proti CK5,6 byly shleddny cennymi pro rozlideni
mezi nizce diferencovanymi skvaméznimi karcinomy a adenokarcinomy. Anti CK5,6 byla také shleddna
uzitecnou v diferenciaini diagnostice atypickych proliferaci prsu.

P63 - Protildtky na protein p63, regulétor proliferace bazalnich bunék, mohou byt uZitetné pfi identi-
fikaci adenokarcinomu prostaty, pfi diferenciaci mezi karcinomem prsu in situ a karcinomem prsu, pfi
odliSeni karcinomu skvaméznich bunék od adenokarcinomu plic a odliSeni skvamézniho cervikélniho
karcinomu délohy od adenokarcinomu délozniho hrdla.

"
F

Obr. 2: CK5,6/p63 — 40x: Plicni tkan — spinoCa plic
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