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Souhrn:

Tato prace se zabyva stanovenim kalprotektinu jakozto markeru autoimunitnich
onemocnéni gastrointestinalniho traktu. V teoretické casti je pfiblizena problematika
autoimunitnich onemocnéni, jejich déleni a patogeneze. Dale jsou rozebrana jednotliva
onemocnéni traviciho traktu. Na zavér se vénujeme popisu kalprotektinu.

V praktické Casti jsou porovndvany odlisSné metody extrakce vzorkid a odlisné
metody stanoveni koncentrace kalprotektinu ve stolici. Jednotlivé kombinace metod jsou

hodnoceny z hlediska vhodnosti pro rutinni zavedeni v laboratofi.
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UvVOD

Autoimunitni onemocnéni traviciho traktu se stavaji ¢im dal ¢astéjSim problémem
soucasné populace. Pacienti trpici ulcerdzni kolitidou, Crohnovou chorobou nebo celiakii
trpi Cetnymi symptomy, které 1ze snadno zaménit za drobné travici obtize, nebo naopak za
jind vazna onemocnéni. Urceni diagnozy a sledovani stavu pacienta je dilezité pro v€asné
zachyceni a zapoceti 1éCby, které mlze vyrazné zmirnit nasledky a komplikace plynouci
z onemocnéni. To se vSak neobejde bez invazivnich a pro pacienta neptijemnych vySetfeni.
Zavedeni novych, neinvazivnich a snadno dostupnych metod je proto pifinosné pro
pacienty 1 lékafe. Stanoveni kalprotektinu, proteinu vyluCovaném ve stolici, je jednim
Z nich. Pro laboratofe je nutné zvolit si dostatecné citlivou metodu stanoveni, kterd bude
zaroven financné unosna a Casové efektivni. Stanoveni tohoto proteinu a zvoleni vhodné

metody je hlavnim tématem této bakalarské prace.

V prvni ¢asti této prace teoreticky rozebereme autoimunitu, vznik autoimunitnich
onemocnéni a jejich rozdéleni. Poté se blize sezndmime s nejcastéj$imi autoimunitnimi
onemocnénimi gastrointestinalniho traktu: ulcer6zni kolitidou, Crohnovou chorobou a
celiakii. V popisu se zamétujeme na hlavni rysy, projevy a lokalizaci t€chto onemocnéni,
na jejich odliSnosti a na to, ¢im jsou si podobné. Déle popiSeme jednotlivé diagnostické
metody téchto onemocnéni a jejich lé€bu. Zavér teoretické casti se jiz tykd popisu
hlavniho tématu této prace — kalprotektinu. Uvedeme charakteristiku, systém vylu€ovani
tohoto proteinu, vysvétlime vyznam a vyuzitelnost jeho stanoveni a samoziejme 1 vyhody a

nevyhody z toho plynouci.

Druhd polovina této prace, tedy praktickd c¢ast, se tyk4 laboratornich metod
stanoveni tohoto proteinu. V tomto useku budeme porovnavat mezi sebou dva odliSné
druhy extrakci vzorku a nasledné dvé odliSné metody stanoveni hladin koncentrace
kalprotektinu. Zazemim naseho vyzkumu se stal Ustav imunologie a alergologie FN Plzen.
Prvni typ extrakce a stanoveni se v na$i laboratofi pouZzival rutinné diive, druhy typ
extrakce a stanoveni byl zde nové zaveden. Cilem naSi prace je zhodnotit, jak se zméni
stanovené hladiny kalprotektinu pfi pouziti odliSnych typti extrakci a to v ramci obou
metod stanoveni. Déale budeme porovndvat vysledky u dfive zavedené metody s nové
zavedenou. Nasim poslednim vyzkumnym tématem je financni a ¢asova ndrocnost obou

typl stanoveni.
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TEORETICKA CAST

1 AUTOIMUNITA

1.1 Patogeneze onemocnéni

Autoimunita oznacuje imunitni odpovéd’ organismu na své vlastni slozky —
autoantigeny. Potencidlnim autoantigenem je kterykoli protein, fada sacharidi a lipidd.
Imunitni reakce na takovy antigen mtize byt humordlni i bunécné zprostiedkovana. V
pfipadé poruchy bunétné imunity lymfocyty T napadaji vlastni bunky, jako by byly
infikovany viry a nici je, jako je tomu napiiklad u juvenilniho diabetu. Langherhansovy
bunky slinivky bfisni jsou napadany T lymfocyty. V dusledku poSkozeni Langerhansovych
bun¢k lymfocyty nemuze slinivka produkovat inzulin a propukd onemocnéni. Diabetes
mellitus I. Typu je typickym ptikladem organové specifické autoimunitni choroby. DalSim
ptikladem je revmatoidni artritida, pii které je cilem utoku kloubni chrupavka. Druhy typ
autoimunitnich onemocnéni je zptisoben poruchou protilaitkové imunity. Lymfocyty B
produkuji tvz.autoprotilatky, tedy latky, zamétené proti vlastnim tkadnim.

Autoimunita je zpusobena selhanim mechanizmu tolerance a neschopnosti
organizmu rozpoznat neSkodné antigeny vlastniho téla od Skodlivych, tedy autotolerance.
Poté dochazi k autoagresivnimu poSkozeni vlastnich buné€k a tkani. Faktory podilejici se na
prolomeni autotolerance, mohou byt wvnitini (HLA asociace napiiklad HLA B 27
Bechtérevova choroba, polymorfizmy genii pro cytokiny, mutace v genech regulujicich
apoptosu, asociace s imunodefekty, faktory hormonalni atd.) a vn&j$i (infekce, stres
aktivaci neuroendokrinni osy a hormonalni dysbalanci, 1éky a UV zafeni modifikaci

autoantigent atd.). (Hofejsi, 2013)

1.2 Dé¢leni autoimunitnich onemocnéni

Autoimunitni onemocnéni délime zejména dle lokalizace poruchy v organismu.
Zékladni déleni je na autoimunitni onemocnéni systémova, organové lokalizovana a
organové specificka. Nékdy je tézké z divodu kombinace rtiznych projevii onemocnéni
zatadit. Lokalizace a manifestace onemocnéni se mlize u pacienta béhem vyvoje nemoci

ménit. (Hofejsi, 2013) (Feren¢ik, 2005)
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1.2.1 Systémova autoimunitni onemocnéni

U tohoto typu autoimunitniho onemocnéni jsou napadany jaderné a dalsi organovée
nespecifické antigeny. Pro tento typ onemocnéni je typicky imunokomplexovy typ
poskozeni tkani. Do této skupiny onemocnéni patii systémovy lupus erythematodes, ktery
se projevuje postizenim kloubt, ktize, ledvin a CNS, pfipadné revmatoidni artritida, coz je
zanétlivé onemocnéni kloubli. DalSimi typy onemocnéni této Kkategorie jsou
dermatopolymyositida, Sjoérgentiv syndrom, systémova sklerodermie, smiSena choroba

pojiva apod. (Hofejsi, 2013) (Ferencik, 2005)

1.2.2 Autoimunitni choroby organov¢ lokalizované

V této kategorii autoimunitnich onemocnéni se uplatiluji imunopatologické
mechanismy, které postihuji pfedevs§im jeden organ, ale jsou doprovdzeny mnoha
systtmovymi piiznaky a vyskytem autoprotilaitek pro dany orgadn nespecifickych.
Typickymi piiklady jsou nespecifické stfevni zanéty ulcerézni kolitida a Crohnova
choroba, pii kterych je primarné zasazen travici trakt. Do kategorie dale fadime celiakii,

autoimunitni hepatitidy, plicni fibrézy a dalsi. (Hotejsi, 2013) (Ferencik, 2005)

1.2.3 Orgénove specifické autoimunitni choroby

V piipadé téchto onemocnéni dochazi K poSkozeni konkrétni organové struktuie.
Utastni se zde autoreaktivni T lymfocyty nebo autoprotilatky. Ty mohou mit jednak
cytotoxicky ucinek, pfipadné ovliviiovat funkci daného orgédnu nezddoucim zpiisobem.
Vétsinove se zde uplatiiuji bunééné i humoralni autoimunitni reakce. Do této kategorie
fadime autoimunitni endokrinopatie, neurologickd onemocnéni, cytopenie, kozni
onemocnéni a o¢ni onemocnéni. Zndmym piikladem je juvenilni diabetes mellitus.

(Horejsi, 2013)
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2 AUTOIMUNITNI ONEMOCNENI GIT

2.1 Vznik onemocnéni a jeho pficina a projevy

Stejné jako u ostatnich autoimunitnich onemocnéni, etiologie zatim neni zcela jasna
a u jednotlivych onemocnéni se 1isi. Po prolomeni autotolerance (popsano v kapitole 1.1)
dochazi ke vzniku zanétlivych projevli rizného rozsahu a lokalizace, nejbéznéji vSak v
tenkém nebo tlustém stfev€é. Vlivem autoimunitnich procesi dochéazi k patologickym
zménam travici trubice, které mohou byt slizni¢ni (ulcerdzni kolitida, celiakie), nebo
transmuralni (Crohnova choroba) a vedou ke vzniku pistéli, abcesti nebo viedi. Kromé
stteva mohou byt zasazeny i jiné Casti gastrointestindlniho traktu, od ust az po anus.
Néktera onemocnéni mohou byt doprovazena 1 extraintestindlni manifestaci, k nejcastéjSim
patii bolesti a otoky kloubli, kozni nalezy, zanétlivé projevy oc¢niho okoli, anémie,
porucha kostniho metabolismu. (Keil, 2012) (Lata, 2010)

Néstup onemocnéni je obvykle plizivy, s postupné se zhorSujicimi klinickymi
projevy, které mohou byt velmi variabilni a zdvisi zejména na lokalizaci probihajiciho
zanétu. ,,Postizeni rekta ci levého tracniku se bude manifestovat spise prijmem s moznou
krvavou primési, u postizeni pravého tracniku bude dominovat spise bolest, vahovy ubytek,
zvySena teplota a celkové neprospivani (Keil a kol., 2012, s. 22). Projevy postiZeni
tenkého stfeva mohou zahrnovat anémii, hubnuti, prijmy a celkovou slabost. Zanét muize

probihat i v n¢kolika tsecich GIT soucasné. (Keil, 2012) (Lata, 2010) (Di Sabatino, 2015)

2.2 Nejcast¢jsi autoimunitni onemocnéni GIT

2.2.1 Celiakie

Jednd se o zanétlivé autoimunitni onemocnéni tenkého stfeva, vyvolané
nesnaSenlivosti glutenu, coz je bilkovina obsaZena v obilnych zrnech. Podstatou vniku
poskozeni stfevni sliznice je proces pfemény gliadinu, ktery je soucasti glutenu. Gliadin je
travicimi Stdvami pfeménén na peptid, ktery je po pruniku do stfevnich klki deaminovan
tkdnovou transglutaminazou a poté pohlcen antigen-prezentujici buiikou. Ma-li tato buiika
na sobé HLA haplotypu DQ2, DQ3 nebo DQ8, dojde k prezentaci tohoto peptidu CD4+ T
lymfocytam, ¢imz dojde k diferenciaci dalsch helper lymofocytd produkujich prozanétlivé
cytokiny a také Th2 bun¢k stimulujicich B lymfocyty k produkci autoprotilatek. Tento
proces vede K rozvoji chronického zanétu sliznice tenkého stfeva a to zejména v oblasti

duodena a jejuna. Vlivem zanétu dochazi ke zmenSeni stfevnich klki a celkovému

14



poskozeni sliznice. Nasledkem je sniZzena funkce vstfebavani Zivin, vitaminl a stopovych
prvkda.

Klinické projevy vznikaji v diisledku stfevni malabsorpce. Typicky jsou to prijmy,
anémie, hubnuti, inava. Vznikne-li choroba v dospélosti, jeji projevy mohou byt zpocatku
mirné a Spatné rozpoznatelné. Jedna se o velmi ¢asté onemocnéni, ve vétsin€ zemi Evropy
se udava vyskyt v rozmezi 0,2-0,5 %. (Shoenfeld, a dalsi, 2007) (Lata, 2010) (Keil, 2012)
(Withoff, a dalsi, 2016)

2.2.2 Crohnova choroba

Crohnova choroba (Crohn’s Disease — CD) je chronické zanétlivé onemocnéni
kterékoli Casti gastrointestindlniho traktu. Onemocnéni mé segmentalni charakter a
postihuje transmuralné travici trakt ve vSech vrstvach, coz mize vést az k tvorbé pistéli a
abscestl.

Nejvetsi ¢ast nemocnych trpi ileokolickym projevem, druhym nejcastéjSim usekem
je zasazeni terminalniho ilea, dale pak postizeni tlustého stfeva. Postizeni jicnu, zaludku a
proximalni Casti tenkého stfeva byva vzacné. U pacientd se mohou stiidat bezptiznakova
stadia (remise) se stadiem vzplanuti nemoci (relaps). Z rozdilné lokalizace onemocnéni
plyne 1 variabilita klinickych pfiznakd onemocnéni. Mezi hlavni symptomy patii prijem,
bolest a horecka. Dlouhodobé postizeni tenkého stfeva je doprovdzeno hubnutim a
malasorbci, smérem k rektu mohou byt Cetné€j$i prijmy s moznou krvavou piimési. Pfi
postizeni jicnu a Zaludku miZze byt sloZit¢ odlisit chorobu od jinych viedovych
onemocnéni. Vzhledem k tomu, Zze CD transmurdlné zasahuje trdvici trubici, mlze u
nékterych pacientil dojit az k intraabdominalnim abscesiim se septickymi ptiznaky. Stejné
jako u ulcerdzni kolitidy, pacienti maji vyssi riziko vzniku malignit.

Extraintestindlni projevy CD jsou ptevazné kloubni postizeni, koZni nalezy,
zanétliva o¢ni postizeni a symptomy tromboembolické nemoci. (Lata, 2010) (Keil, 2012)
(Kohout, a dalsi, 2006)

2.2.3 Ulcerdzni kolitida
Ulcerozni kolitida (Ulcerative colitis — UC) je chronické zanétlivé stievni
onemocnéni, ohrani¢ené na slizni¢ni vrstvu tlustého stfeva. Je charakterizované

v

kontinudlnim Sifenim zanétu zacinajicim v konecniku a §ificim se ordlnim smérem déle do
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tracniku. Pro ulcerdzni kolitidu je typické stfidani stadii remise a relapsu. Délka
zasazeného Useku stfeva je rliznd a mize se v priabéhu zivota ménit. Pti relapsu zacina
zanét v kone¢niku a pii nezahdjeni v€asné 1éCby se rozriista dale do tlustého stfeva, az do
celého tra¢niku. Mezi typické ptiznaky patii priijem S piiméesi krve a hlenu, bolesti biicha a
tenesmy (nepifijemné az bolestivé nuceni ke stolici), pii vysoce aktivni chorobé dale i
anémie, vahovy ubytek a teploty. HoreCky, bolest a tachykardie jsou spojené
s fulminantnim pribéhem onemocnéni, ktery mize piejit az v toxicky megakolon nebo
karcinom tlustého stieva. Po letech trvani onemocnéni se u pacientli zvysuje riziko vzniku
karcinomu.

I pro ulcerdzni kolitidu jsou Casté extraintestinalni projevy onemocnéni, jako jsou
kloubni onemocnéni, kozni ndlezy, méné Castcéji zanétlivd ocni postizeni a symptomy
tromboembolické nemoci. Tyto projevy jsou v§ak méné Casté, nez u Crohnovy choroby.

(Feuerstein, a dalsi, 2014) (Keil, 2012) (Peyrin-Biroulet, a dalsi, 2016) (Kohoutova, 2013)

2.2.4 Nespecificky stfevni zanét

Nespecificky stfevni zanét, neboli IBDU (= inflammatory bowel disease
unclassified) je termin oznacujici tu menSinu piipadd, kdy nejsme schopni rozliSit mezi
ulcer6zni kolitidou, Crohnovou chorobou a dal$imi typy zanétlivych onemocnéni. Termin
je obvykle uzivan v ptipadech, kdy po provedeni vSech standardnich diagnostickych testii a

vySetfeni nenalézame jednozna¢né stanovisko. (Dignass, 2012)

2.3 Diagnostika autoimunitnich onemocnéni GIT

2.3.1 Vysetieni protilatek

V piipadé¢ podezieni na celiakii stanovujeme v radmci screeningu u pacienta
pozitivitu specifickych autoprotilatek proti tkanové transglutamindze a proti endomysiu ve
tiidé IgA v krvi. Zatimco hladina IgA stoupa, hladina IgM klesa. Zjistime-li pozitivitu, je
nutno diagnézu podpofit provedenim gastroskopie s odbérem biopsie tenkého stieva.
Vysetieni protilatek nelze pouzit, pokud pacient dodrzuje bezlepkovou dietu.

Pro onemocnéni Crohnovou chorobou jsou typické protilatky proti Saccharomyces
cerevisiae (ASCA = anti-Saccharomyces cerevisiae) v kombinaci s negativitou protilatek

proti cytoplasmatickym antigenim neutrofild (ANCA = anti-neutrophil-cytoplasmatic-
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antibody). Ackoliv . ASCA nejsou autoprotilatky, spolecn¢ s ANCA jsou faktorem
podporujicim diagnézu Crohnovy choroby. V praxi vSak nemaji dostate¢nou senzitivitu.

U ulcerdzni kolitidy nalézame opacnou kombinaci, nez je tomu u CD: pozitivni
autoprotilatky ANCA, které jsou u CD negativni a naopak negativni protilatky ASCA —
toho lze vyuzit pii diferencialni diagnostice CD a UC. (Hoftejsi, 2013) (Keil, 2012) (Lata,
2010) (Bartinkova, 2011)

2.3.2 Bioptické metody

Prokazi-li se u pacienta s podezienim na celiakii zminované protilatky, je nutné
potvrdit diagnézu gastroskopickym vysetienim a néaslednym vysetfenim biopsie tenkého
stteva. Pro pfesngj$i stanoveni je biopsie odebrana znékolika casti tenkého stieva.
Sledovan je samotny endoskopicky obraz i néasledné zhotovené histologické preparaty
Z biopsii. Sliznice tenkého stfeva ma pfii celiakii typicky oplostélé, nebo zcela chybéjici
Kerkringovy duodendlni fasy, na kterych jsou patrny zafezy a vroubkovani. Stievo tedy
pusobi hladce a leskne se. Na histologickych preparatech stanovujeme pocet lymfocytii na
100 enterocyti a sledujeme dalSi typické nalezy, podobné jako u endoskopického
vySetfeni. Mira poSkozeni sliznice tenkého stfeva je hodnocena na zakladé stupnice dle

Marshe (viz tab. 1).

Tabulka 1: Klasifikace dle Marshe

Stadium Pocet intraepitelidlnich Histologické zmény
lymfocytu
0 Normalni Normalni sliznice
1 ZvySeny Normalni sliznice
2 ZvySeny Prohloubeni krypt,
normalni stfevni klky

3a ZvySeny + mirn4 atrofie klkt
3b Zvyseny + subtotalni atrofie klku
3c Zvyseny + Uplna atrofie klki

Zdroj: (Keil, 2012)

V diagnostice Crohnovy choroby a ulcer6zni kolitidy ma histologické vySetfeni spise

diferencialni a potvrzujici charakter. Typické nalezy u Crohnovy choroby jsou fokalni
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ulcerace a ndlez granulomt, coz miiZe pomoci pii odliSeni od ulcer6zni kolitidy, ktera se
vyznacuje ndlezem kryptovych abscest, déale atrofii zldz a ztraty hlenu v poharkovych
bunkach. Histomorfologické vysSetfeni nas vsak (vhledem k riziku vyvoje kolorektalniho
karcinomu u pacientli trpicich CD a UC) muze informovat o dysplastickych zménach.

(Keil, 2012) (Lata, 2010)

2.3.3 Klinické zobrazovaci metody

Zobrazovaci metody jsou jedny zhlavnich piliifG diagnostiky autoimunitnich
onemocnéni GIT. S jejich pomoci je gastroenterolog schopen témérf s jistotou fici, probiha-
li zanét, nebo zda je v utlumu, lokalizovat jej, zhodnotit miru posSkozeni travici trubice,

zménu prasvitu organu a v piipadé endoskopického vySetieni 1 odebrat vzorky (biopsie).

2.3.3.1 Endoskopické vySetieni

Je-li u pacienta na zakladé¢ symptoma ¢i laboratornich testdi podezieni na
autoimunitni zdnét GIT, diagndzu je nutno ovéfit endoskopickym vySetfenim. To umozni
realné zobrazeni stavu travici trubice a odebrani vzorku pro histologické ¢i laboratorni
vySetfeni. Tato metoda je tedy viibec nejpodstatnéjsi ze zobrazovacich metod pro piesné
uréeni diagnozy. Hlavni nevyhodou klasické endoskopie je jeji invazivita, dale pak
pfiprava pacienta (lacnéni a pfipadny vyplach stfev) a jeho zotaveni se po sedativech
(uzivana zejména u détskych pacientii, na vyzadani i u dospélych). Podle vySetfovaného
useku GIT se endoskopie d€li na gastroskopii (vySetteni jicnu, Zaludku, ptip. horni ¢asti
dvanactniku), enteroskopii (tenké sttevo) a koloskopii (tlusté stievo). V ptipad€ ulcerdzni
kolitidy se nékdy vyuziva pouze rektoskopie (konecnik).

Principem klasického endoskopického vySetteni je zavedeni endoskopu do jicnu ¢i
rekta a jeho zavedeni hloubé&ji do vySetfované oblasti. Tenké a ohebné hadice endoskopu je
zakonCena malou kamerou. Obraz je elektronicky pfenaSen na obrazovku, ze které nalez
vyhodnocuje 1ékaf. Mimo kamerového zatizeni konec endoskopu dale obsahuje odsavaci
zafizeni na prebyte¢nou tekutinu ¢i vzduch, pfipadné klesSticky pro odebrani slizni¢ni
biopsie. Vysetieni je z mnoha hledisek pifinosné, bezpecné a Casté, nicméné ne prilis
oblibené mezi pacienty.

Kompletni vySetfeni tenkého stfeva byvalo diky jeho Spatné dostupnosti

komplikované. Vyjimku tvoii gastroduodendlni oblast dostupné gastroskopii a terminélni
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ileum dostupné koloskopii. Existuji dalsi typy endoskopie, které vySetieni tenkého stfeva
umoznuji: kapslova enteroskopie, push enteroskopie a double balloon enteroskopie.

Pti kapslové enteroskopii pacient spolkne tabletu obsahujici malou kameru, ktera
snimad obraz traviciho traktu. Vyhodou této metody je vétsi komfort pro pacienta,
nevyhodou jeji finan¢ni nékladnost (tableta ma pouze jednorazové pouziti) a jisté riziko
spojené s uviznutim kapsle v zizeném useku stieva.

Double balloon enteroskopie (DBE) vyuziva tenky a velmi ohebny endoskop s
balonky na zacatku i konci, které se v priabchu vySetfeni stfidavé nafukuji a vyfukuji a
zptistupnuji tak i ostré zahyby stfeva. Oproti kapslové enteroskopii vySetfeni umoziluje
odebrat slizni¢ni biopsie. VySetieni se provadi za celkové anestezie. DBE je spojeno

s rizikem perforace stiev u pacientt s oslabenou stievni sténou. (Keil, 2012) (Lata, 2010)

2.3.3.2 Radiologické metody

Radiologické metody jsou pouzivany zejména za Gcelem urceni lokalizace ndmi
hledané patologie pied provedenim endoskopického (pfip. chirurgického) vysetieni, dale
pii diagnostice endoskopicky Spatné dostupnych mist (tenké stievo, nékterd zuzeni) a pii
diagnostice pistéli, abscesu a jinych komplikaci. Typ vySetieni vybirame podle lokalizace a
typu nélezu, ktery chceme diagnostikovat. Vzdy plati, Ze pacienta vystavujeme radiacni
zatéZi jen je-li to nutné a prevazuje-li pfinos vySetieni nad riziky.

Irigografie (rentgenové vySetieni tlustého stfeva s pouzitim bariové kontrastni
latky) je metoda vhodna pro zobrazeni hlubokych ulceraci, piStéli a stendz. Vyuziti méa u
CD a UC, pro svou radiacni zaté€z se od ni vSak u diagnostiky slizni¢nich 1ézi upousti a je
nahrazovana Setrnéj$imi metodami.

CT-enteroklyza a MR-enteroklyza jsou zobrazovaci metody vhodné pro
diagnostiku Crohnovy choroby tenkého stieva. CT enteroklyza je kombinaci pocitacove
tomografie (snimkovani fezli téla rentgenovym zafenim) se zavedenim kontrastni latky.
MR-enteroklyza vyuziva silu magnetického pole téZ v kombinaci s poddnim kontrastni
latky. Obecné plati, ze CT je rychlejsi a dostupnéjsi nez MR, avSak na rozdil od MR
vyuziva Skodlivého rentgenového zafeni. Obé vySetfeni umoznuji 1 diagnostiku pistéli a
abscestl.

DalS§im vySetfenim vyuzivaném pro diagnostiku je ultrazvuk, ktery spociva

V narazu a zpétném odrazu vysokofrekvencnich vin. Jedna se tedy o Setrné vySetfeni bez
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radiologické zatéze, které je navic pro pacienta velmi komfortni. Je vhodné pro prikaz
zanétlivého zesileni stievni stény. V piipadé UC v rektalni ¢asti je obtizné vysetfenim
ultrazvukem provést, je ale mozné hodnotit hloubé&ji umisténé 1éze a struktury. Vhodné je

také jako kontrolni vySetfeni béhem 1é¢by. (Keil, 2012) (Lata, 2010)

2.4 Soucasna 1é¢ba autoimunitnich onemocnéni GIT

2.4.1 Lécba ulcerdzni kolitidy a Crohnovy choroby

Lécba UC a CD je v mnoha ohledech totozna, proto bude nyni popsana dohromady.
Bohuzel se jesté stale nepodatilo 1é¢bou dosahnout Uplného vymizeni onemocnéni. Jde
tedy spiSe o dlouhodobou snahu udrzet fazi remise a zajistit pacientlim co nejvyssi kvalitu
zivota. Obecné délime terapii dle fazi nemoci na Uto¢nou a udrzovaci. V Utocné fazi
onemocnéni volime prostfedky tak, abychom co nejdfive stabilizovali stav pacienta a to i
za cenu vyuziti prostfedkt s vétsi skalou nezadoucich ucinki; poté se snazime pieklenout
do faze udrzovaci, kdy volime léky pro dlouhodobé uzivani. V potadi od nejvétsiho
zastoupeni volime 1écbu farmakologickou, chirurgickou a dietni opatfeni. Dalsi velmi

vyznamnou, a¢ mnohdy opomijenou ¢asti 1é¢by je psychoterapie. (Keil, 2012) (Lata, 2010)

2.4.1.1 Farmakoterapie

Aminosalicylaty jsou hlavni skupina lé¢iv uzivanych pii lécbé IBD. Hlavni
predstavitelé této skupiny 1€kt jsou sulfasalazopyridin (sulfasalazin) a kyselina 5-
aminosalicylova (mesalazin). Dfive hojn€ uZivany sulfasalazin byl z divodu nezadoucich
nachdzime vyuziti sulfasalazinu u pacientl s kloubnimi projevy onemocnéni, pii kterych je
ucinny.

Mesalazin je latka s protizanétlivym uc€inkem. V zavislosti na léceném useku
volime formu podéni 1éku. Pro uvolnéni v tenkém stfevé ¢i prvni poloviné tra¢niku volime
oraln¢ podavanou formu mesalazinu (mikrogranule ¢i enterosolventni tablety). Chceme-li
1é¢it koncovou ¢ast traéniku ¢i konecnik, je vhodné rektalni podani (Cipky, klysmata).
BéZné uzivané léky jsou Salofalk, Asacol a Pentasa. Firmy obvykle nabizeji oralng i
rektalné podavané formy 1€ki. Obsah uc¢inné latky se pohybuje okolo 0,5g v jedné tablet¢,

1g obsazeno v ¢ipku, nejvice pak obsahuje rektalni klysma se 4 g mesalazinu.
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Ackoliv se mesalazin stale uziva pti 1écbé CD i UC, jeho schopnost udrzeni remise
pfi CD se neprokdzala, a proto ma vyuziti zejména pii 1é€bé UC. Vzhledem ke
kontinualnimu postupu zanétu od rekta dal je pii UC G¢inn€jsi podani per rektum. Podani
per os ma hlavné preventivni charakter.

Kortikosteroidy jsou dalsi skupinou 1éCiv uzivanych pii 1é¢bé IBD. S jejich
extrémné silnym protizdnétlivym ucinkem jsou uzivany pii relapsu a vysoké aktivité
choroby. Hlavnim divodem pro jejich kratkodobé uzivani jsou nezddouci Gcinky, které se
po delsi dobé uzivani projevi s téméi stoprocentni jistotou. Obvykly postup je nasazeni
vysokého davkovani s postupnym snizovanim a vysazenim do cca 6ti tydnt. V tomto
obdobi je potfeba monitorovat nezddouci ucinky a ptipadné zacit 1éCit (osteoporoza).

Tteti, standardn€¢ pouZzivanou skupinou 1éC¢iv jsou imunosupresiva. Mirnym
potlacenim imunitniho systému snizuji aktivitu autoimunitniho zanétu. Obvykle maji
dlouhy nastup ucinku (v fadu mésici) a dlouhodobym uzivanim pomahaji udrzovat remisi
u chronického pribéhu nemoci. Existuje fada druhii, nejobvyklejsi jsou léky skupiny
thiopurint (Imuran).

Biologicka terapie je ze vSech dosud zminénych nejnovéjsi metodou 1é¢by. Anti-
TNF alfa protilatky jsou indikovany v ptipadech rezistence na klasickou farmakologickou
l1écbu. Pfinaseji terapeuticky ucinek u vSech forem zanétu i pii dlouhodobém pouzivani.
Pouzivané preparaty jsou Infliximab podavany ve formé infuze a Adalimumab v injekéni

formé. (Keil, 2012) (Lata, 2010)

2.4.1.2 Chirurgicka lécba

Indikaci k chirurgické 1écbé je dlouhodobé aktivni onemocnéni nereagujici na
farmakologickou a jinou konzervativni 1é¢bu, vedouci k zavaznym komplikacim (dysplazie
nebo jiZz vznikly karcinom, toxicky megakolon, intraabdomindlni komplikace, pfip.
vyznamné nezadouci ucinky klasické 1€¢by apod.).

V piipadé UC je obvyklou metodou kompletni odstranéni tlustého stfeva a
kone¢niku s naslednym napojenim tenkého stfeva k fitnimu kandlu. Tato metoda je pro
onemocnéni 1écebnd. U CD spociva chirurgicka 1é¢ba predevsim v resekcich zasazenych
&asti stfeva, v ndkterych piipadech dochazi az k totalni kolektomii. Useky tenkého stieva

jsou feSeny strikturoplastikou, pfipadné drendznimi operacemi. Vykon nemd léCebny
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ucinek jako v pfipad¢ UC, u vétSiny nemocnych dochdzi v priibéhu onemocnéni

k opétovnému vyskytu potizi. (Lata, 2010) (Keil, 2012)

2.4.1.3 Psychoterapie

U idiopatickych stievnich zanéti nachdzime psychosomatickou slozku onemocnéni,
vyznam. Nekteii 1ékaii sleduji u svych pacient souvislost vzniku a relapsu onemocnéni
s jejich momentalnim psychickym rozpolozenim, ktery se mnohdy cyklicky opakuje
V ndvaznosti na pravidelné udalosti v jejich zivoté, vedouci ke stresovym az uzkostnym
stavim. Ackoliv se jedna o stidle neprobadanou problematiku, je pravdépodobné, zZe
postupné sbirani zkuSenosti a sledovani téchto souvislosti muze pacientovi pomoci

eliminovat riziko relapsu a zlepsit tak kvalitu zivota. (Porcelli, a dalsi, 2016)

2.4.2 Lécba celiakie

Lécba celiakie spocivd v celozivotni bezlepkové dieté, tedy vylouceni potravin
s obsahem pSenice, zita a je¢mene. Pfi spravném dodrZovani diety mizeme sledovat pokles
autoprotilatek a normalizaci histologického nalezu. Vzhledem k vysokému vyskytu
onemocnéni se v souc¢asné dob¢ rozrista nabidka potravin bez obsahu lepku a objevuji se

novi dodavatelé téchto produktt. (Keil, 2012)
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3 KALPROTEKTIN

3.1 Co je kalprotektin

Béhem poslednich let byly objeveny nové biomarkery stfevnich zéanéth -
neutrofiliim pfibuzné proteiny vylucované stolici, jako naptiklad laktoferin, neutrofilni
elastasa a esterazy leukocyti. Mezi né patii i fekalni kalprotektin, ktery se zda byt
nejslibnéjsi parametr. Kalprotektin je 36,5 kDa velky protein vazajici vapnik a zinek, ktery
predstavuje 60% proteini v cytosolu frakce neutrofilnich granulocytti. Jedna se o
heterotrimer skladajici se ze dvou tézkych fetézcu a jednoho neglykosylovaného lehkého
fetézce.

S antimikrobidlni a antiproliferativni aktivitou hraje kalprotektin regulacni tilohu v
zanétlivém procesu. Diky zénétu v prostiedi traviciho traktu dochéazi ke zvySeni
permeability sliznice, kdy granulocyty a monocyty prostupuji do stfevni sliznice. Nasledna
aktivace a potom smrt téchto bun¢k vede k uvolnovani velkého mnozstvi kalprotektinu,
které se vylouci stolici. Mnoho studii prokazalo, ze existuje souvislost mezi hladinou
kalprotektinu a mirou zanétu, coz muize byt vyuzito jako prostfedek k monitorovani
odpovédi na 1é¢bu a pripadného véasného odhaleni rizika relapsu.

Fekalni kalprotektin je do stolice vylu¢ovan neporuseny, nebot’ dovede odolavat
metabolické degradaci bakteridlnimi enzymy a stfevnimi protedazami. To z néj déla
vhodnéj$i marker pro screening stievnich zanéti oproti ostatnim, jako jsou
naptiklad laktoferin, neutrofilni elastdzy, nebo esterazu leukocytii. Vhodnym testem je

ELISA. (El-Badry, 2010) (Okuyama, a dalsi, 2016) (Gisbert, a dalsi, 2009)

3.2 Vyuzitelnost pii stanoveni autoimunitniho onemocnéni GIT

Opakujici se bolesti bficha a stfevni zmény jsou casté potize vétSiny populace.
Funk¢ni stfevni poruchy - a zejména syndrom drazdivého traéniku - se projevuje u 5-20%
z celkové populace v prumyslovych zemich a zaroven jsou nejcastéjSim divodem k
navstéve praktického 1ékare nebo konzultace v gastroenterologickych poradnach.

V rutinni klinické praxi gastroenterologové Casto narazi na diagnostickou vyzvu
rozliSovat mezi pacienty se syndromem drazdivého tra¢niku a ty s organickou patologii,
zejména, zanétlivého onemocnéni stiev. U pacientd s projevy nevysvétlitelného nadymani,
bolesti bficha nebo chronickym prijmem s nebo bez malabsorpce by méli pacienti
podstoupit sérologické vySetfeni (napf. na pritomnost protilatek proti tkanové

transglutaminaze a gliadinu) a tim vyloucit pfitomnost celiakie.

23



ProtoZze toto rozliSeni je nadale problematické, mnoho pacienti s drazdivym
syndromem tracniku je vySetfovano na vice diagnostickych testl, véetné invazivnich
endoskopickych nebo radiologickych procedur, aby byla urcena ptesna diagnoza. Vybér
pacientl, u kterych by méla byt provedena dana vysetfeni je jednim z klicovych bodl v
diagnostice a mé¢l by zabranit zneuzivani invazivnich a nakladnych vysSetfeni, jakoz i
podcenéni potencialné nebezpeénych onemocnéni.

Pokud je u pacienta podezieni na funk¢ni stievni poruchu, klinicka kritéria mohou
byt kombinovana s mnoha neinvazivnimi testy pro urCeni spravné diagndzy. Sérologické
markery zanétu, jako jsou CRP, leukocyty a krevni desticky, maji nedostate¢nou
diagnostickou senzitivitu a specifitu, nebot neodrazi pfimy rozsah lokéalniho zanétu.
Dalsim v potadi je test na okultni krvaceni, ktery ma vSak malou hodnotu v detekci
zanétlivého onemocnéni stfev a ma nizkou citlivost pro diagnostiku rakoviny tlustého

stfeva, a to zejména v pocatecni fazi. (EI-Badry, 2010)

3.3 Vyhody a tskali metody

3.3.1 Vyhody

Vysoké citlivost v diagnostice stfevnich zmén (jakoZto nestravitelné odrazeji
fekalni markery dynamiku zanétlivého procesu). Dalsi velkou vyhodou je snadné ziskavani
biologického materidlu (stolice), s ¢imz souvisi i neinvazivita testu, kterou ocenuji zejména
pacienti s IBD, u kterych jsou invazivni testy soucasti diagnozy (dalezité zejména u déti).
Metoda je dale schopna sniZit frekvenci invazivniho testovani, v dlsledku provadéni
bézného vysetfovani koncentrace fekalniho kalprotektinu jako soucast pravidelnych
kontrol pacientli s IBD. Podstatnd je také vysokd korelace s aktivitou onemocnéni.
Diagnosticky postup Ize také snadno implementovat v b&zné klinické praxi a je pouzitelny
pfi diferenciaci funk¢nich stavli organickych zmén. Metoda také ptinasi moznost véasného
vyhodnoceni vysledkil 1écby a piipadné recidivy onemocnéni. (Roszak, a dalsi, 2015)

(Gisbert, a dalsi, 2009) (Kittanakom, a dalsi, 2014)

3.3.2 Nevyhody

Relativné nizk4 specificita - koncentrace stanovované latky se zvySuje nejen pii
zhorSeni pribéhu IBD, ale i u jinych typli onemocnéni, jako je napiiklad bakteridlni
prujem, atd. (vzhledem k tomu, Ze bilkoviny a enzymy, které jsou markery zanétu, jsou
uvolnovany do stolice béhem jakéhokoli zanétlivého procesu, vyskytujiciho se ve stfevni

sliznici, potravinové alergie,..). Dal$i nevyhodou je relativné vysoka cena - u nékterych
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pacienti ziskani piesné hodnoty koncentrace vyzaduje nékolik fedéni vzorkl stolice
(dodatecné nédklady). Dalsim faktorem je i ¢asova naroc¢nost stanoveni - doba ¢ekéani na
vysledek je prodlouzend diky potiebé provadét a analyzovat urcity pocet vzorki v
dasledku diagnostického postupu, ktery je zalozen na enzymatické imunoanalyze (doba
odbéru, vzorky od potiebného mnozstvi pacienttt). Dale hraje roli velky rozptyl vysledka
zptisobeny riznym obsahem vody ve stolici a také neschopnost hodnotit prijmové stolice -
Casto pritomné u pacientii s IBD - v disledku fedéni a potencidlniho vlivu na vysledek.

(Roszak, a dalsi, 2015) (Gisbert, a dalsi, 2009)
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PRAKTICKA CAST

4 CIL PRACE

4.1 Metodika

Cilem této prace je porovnat odlisSné metody stanoveni kalprotektinu ze vzorkl
stolice - diive uzivanou metodu s nové zavedenou - a vyhodnotit, ktera z metod je celkove
efektivnéjs$i a financné vyhodnéjsi. Nasi snahou je urcit, ktera z metod je vhodnéjsi pro
zavedeni v laboratofi pfi zachovani senzitivity a specifity a obhdjit konecnou volbu.
Konkrétnim mistem vyzkumu se po nas stala laboratot Ustavu imunologie a alergologie
Fakultni nemocnice v Plzni.

V praktické ¢asti budou nejprve podrobné popsany dva odlisné druhy extrakénich
metod, které se uzivaji k ptipravé stolice pro nasledné stanoveni kalprotektinu. Nasledné
rozebereme pouziti dvou odlisSnych seti urcenych pro stanoveni kalprotektinu - nejprve
stanoveni na principu kvantitativni laterdlni pritokové analyzy, poté stanoveni metodou
ELISA. Popis obsahuje rozebrané principy metod véetné samotného postupu. Nasleduje
samotné statistické vyhodnoceni vysledkii a vzdjemné porovnani metod vcetné korelaci.
Na zavér této prace se vénujeme financni rozvaze. Souhrnu vSech vysledkl se podrobné
vénujeme v kapitole Diskuze, kde se snazime dojit ke konkrétnimu zavéru vyplyvajiciho

ze ziskanych dat a tim 1 zodpovédét zadané vyzkumné otazky.

4.2 Vyzkumné otazky

1. Jak velkou shodu vysledki nalézdme pii porovnani vysledki metod Quantum Blue
a ELISA, pokud v obou piipadech pouzijeme extrakéni sadu Faecal Sample
Preparation Kit ?

2. Jak velkou shodu vysledkt nalézame pii porovnani vysledkii metod Quantum Blue
a ELISA, pokud v obou ptipadech pouzZijeme standardni metodu extrakce s
ockovaci klickou?

3. Jak velkou shodu vysledki nalézame pii porovnani diive zavedené metody
stanoveni kalprotektinu (extrakéni sada Faecal Sample Preparation Kit + Quantum
Blue) s nové zavedenou metodou stanoveni (standardni extrakce s ockovaci klickou
+ ELISA)?

4. Kterd ze dvou porovnavanych metod je finan¢né a Casové vyhodné;si?

26



5 EXTRAKCE POMOCI FAECAL SAMPLE PREPARATION KIT

Prvnim ze dvou typu porovnavanych extrakci je Faecal Sample Preparation Kit
(Smart-Prep), ktery je navrzen pro rychlou a reprodukovatelnou piipravu vzorkd stolice
pro stanoveni kalprotektinu. Set je urCeny pro pouziti spole¢né s diagnostickym setem
Calprotectin ELISA (EK-CAL) a Quantum Blue Calprotectin od Biihlmann Laboratories
AG.

K extrakci musi byt pouzit extrakéni pufr (B-CAL-EX) dodany ve vySe zminénych
soupravach. Pufr je pfidan do zkumavky ve standardizovaném mnozstvi 4 m. Pro zaruceni
uplné extrakce vzorku doporucuje vyrobce vortexovat vzorky po dobu 1 minuty na
vicezkumavkové tiepacce. PO homogenizaci se 1-2 ml extraktu pievede do prazdné,
oznacené zkumavky (Eppendorf) a ta je centrifugovana po dobu 5 minut pti 3000 x g v
mikrocentrifuze. Supernatant je odpipetovan do Cerstvé, oznacené zkumavky a mize byt
thned dale zpracovavan ¢i skladovan 7 dni pii teploté 2-8°C nebo 4 mésice v -20°C.

(Bithlmann, 2014)

5.1 Postup

1. Opatrné vzorkem naplnime prazdnou dutinu spodniho uzavéru extrakéni zkumavky a
povrch uhladime.

2. Spodni uzavér pevné nasadime na extrakéni zkumavku, odlomime drzatko a pridame 4
ml extrakéniho pufru (B-CAL-EX).

3. Peclivé uzavieme zkumavku a vortexujeme vzorek po dobu 1 minuty.

4. Pteneseme homogenizat do Cisté Eppendorf zkumavky a centrifugujeme 5 minut pfi
3'000 x g.

5. Odpipetujeme supernatant, ktery dale zpracujeme zvolenou metodou pro kvantifikaci
kalprotektinu event. zamrazime.
(Biihlmann, 2014)
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6 STANDARDNI EXTRAKCE

Druhym typem vyluhovani je extrakce vazenim s pouzitim ocCkovaci klicky.

K extrakci potfebujeme extrakéni pufr, ktery je obvykle doddvan v setu ur¢enému ke

stanoveni kalprotektinu. Dale budeme potitebovat 10 pl jednorazové oc¢kovaci klicky, 15 ml

popylpropylenové zkumavky se Sroubovacim uzavérem, laminarni box, vortexovaci

zafizeni, pfesnou vahu (10-150 mg), mikrocentrifugu a klasickou centrifugu. (Biihlmann,

2014)

6.1 Postup

1. Oznacime a zvazime (tare) prazdnou polypropylenovou zkumavku spole¢né s o¢kovaci
klickou.

2. Nabereme 50 az 100 mg vzorku stolice pomoci ockovaci klicky a vlozime ji do pfedem
zvazen¢ zkumavky.

3. Odecteme ptesné mnozstvi vzorku, ulomime ockovaci klicku a nechame dolni Cast
klicky ve zkumavce.

4. Piidame extrak¢ni pufr podle vzorce:
x mg stolice x 49 =y pul extrakéni pufr
(naptiklad 50 mg stolice + 2450 ul pufru) do zkumavky a zavickujeme ji.

5. Homogenizujeme vzorek na vicezkumavkové michacce s prudkym tfepanim (na
nejvyssi rychlost) po dobu 30 minut.

6. Preneseme homogenat do 2 ml Eppendorf zkumavky a centrifugujeme v
mikrocentrifuze po dobu 5 minut pti 3°000 x g.

7. Odebereme supernatant do Cisté, oznacené zkumavky a pokracujeme se stanovenim.

(Biihlmann, 2014)
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7 STANOVENI KALPROTEKTINU METODOU QUANTUM
BLUE

Prvnim typem nami pouzitého stanoveni kalprotektinu je kvantitativni lateralni
pritokovd analyza. BUHLMANN Quantum Blue® Calprotectin High Range je
immunoanalyza urcena pro kvantitativni stanoveni zvySené koncentrace kalprotektinu ve
vzorcich lidské stolice v kombinaci s Quantum Blue® Reader. (Biihlmann, 2013)

(Biovendor, a dalsi, 2011)

7.1 Princip stanoveni

Test je vytvofen pro selektivni méfeni antigenu kalprotektinu pomoci sendviCové
imunoanalyzy. Testovaci membrana je potazena monoklondlnimi protilatkami vysoce
specifickymi pro kalprotektin. Sekundarni monoklonalni detekéni protilatky konjugované
na Castice koloidniho zlata jsou naneseny na podlozku uvoliujici konjugét a uvolni se do
reak¢éniho systému po pridani extrahovaného a nafedéného vzorku stolice. Zlaty konjugat
kalprotektin/anti-kalprotektin se navaze na anti-kalprotektinové protilatky navazané na
testovacim prouzku a zbyvajici volny anti-kalprotektinovy zlaty konjugéit se navaze na
kozi antimysi protilatky navazané na kontrolnim prouzku. Intenzitu signalu testovaci a
kontrolni linie je dale méfena pomoci BUHLMANN Quantum Blue® Readeru.
(Biihlmann, 2013) (Biovendor, a dalsi, 2011)

7.2 Reagencie a vybaveni

Soucasti baleni je 25 testovacich kazet vakuové zabalenych v hlinikové folii (B-
CAL-TC); lahev extrakéniho pufru 125 ml (B-CAL-EX), ktery je pfipraven k pouziti;
dal§i soucasti je lahev Chase fediciho pufru 100 ml (B-CHR-CB), taktéZ pfipraven
k pouziti; posledni soucasti je RFID ¢ipova karta 1ks.

Materialy a reagencie, které je nutno objednat zvIast’ (nejsou soucasti baleni) jsou
zafizeni pro extrakci stolice (napiiklad Smart Prep, nebo Schebo® Quick-Prep™ ) nebo
kontroly (Low/High). Dalsi potifebna zafizeni nedoddvand vyrobcem jsou: vortexovaci
zafizeni, laboratorni pipety s jednorazovymi S$pickami o objemech 10-100 ul a 3 ml,

centrifuga, polypropylenové nebo polystyrenové zkumavky o objemech 5 ml pro fedéni
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extraktl, nastavitelné stopky, Quantum Blue® Reader, ochranné rukavice a laboratorni

plast, papirové utérky. (Bithlmann, 2013) (Biovendor, a dalsi, 2011)

7.3 Uchovavani vzorki

Vzorek stolice uchovavame v odbérovych zkumavkach v lednici pii 2-8°C
maximaln¢ po dobu 6 dnii. Zamrazeni vzorku mize mirn¢ zvysit hodnotu kalprotektinu
diky vylou¢enym neutrofilim, proto je pro delsi skladovani vhodné uchovavat extrakty pfti
teploté -20°C. Vzorek musi byt nabran do sbérného zafizeni bez pifidavku jakychkoliv

chemickych nebo biologickych latek. (Biithimann, 2013) (Biovendor, a dalsi, 2011)

7.4 Postup analyzy

Samotnou analyzu provadime ve tfech krocich. Prvni Casti analyzy je extrakce
vzorku stolice. Postup je popsan v instrukcich pro konkrétni vybranou extrakéni metodu.
Druhou ¢asti analyzy je zpracovani vzorkl. Extrakty vzorkd nafedime v poméru 1:150
pomoci Chase pufru (ke 20 pl vzorku tedy ptidame 3000 pl pufru) a zvortexujeme.
Naredéné extrakty centrifugujeme po dobu 5 min pii 3'000 x g a dale pokracujeme
laterarni pratokovou analyzou. Namisto centrifugace lze extrakty stolice nechat odstat 10
minut. Pro analyzu pouZijeme supernatant.

Na zafizeni Quantum Blue® Reader vyberte jednu z dostupnych metod: <CH_900>
nebo <CHR 0>. Metoda <CH_900> obsahuje interni asova¢ a inkubace probihd uvnitf
readeru, pro metodu <CHR_0> probiha inkubace na stole v laboratofi a je potieba pouzit
stopky. Nacteme RFID c¢ipovou kartu na Tag pozici RFID readeru — tim se specifické
parametry testu pfenesou do readeru. Pfidame 80 pl nafedéného extraktu stolice na port pro
nacteni vzorku testovaci kazety. Zavieme testovaci kazetu a odstartujeme zacatek méfeni
zmacknutim tlacitka START. Pii metodé¢ <CH 900> zane méfeni automaticky po 15
minutach inkubace. Do hlavniho menu se vratime stiskem tlaCitka ENTER. V ptipad¢
metody <CHR 0> po aplikaci 80 pl natedéné¢ho extraktu stolice nastavime manudlné
stopky a nechame 15 minut inkubovat. Méteni odstartujeme rucné po uplynuti doby

inkubace stisknutim tlacitka ENTER. (Bithlmann, 2013) (Biovendor, a dalsi, 2011)
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8 STANOVENI KALPROTEKTINU METODOU ELISA

8.1 Princip testu

Souprava fCAL ™ ELISA Calprotectin je navrzena pro kvantitativni detekci
lidského kalprotektinu ve vzorcich stolice metodou sendvi¢ové ELISA. Principem testu je
navazani kalprotektinu na pro néj specifické protilatky natazené na specialni mikrotitracni
desticce. Jednd se monoklondlni protilatku (mAb) vysoce specifickou pro rizné epitopy
lidského kalprotektinu. Do jamek mikrotitra¢ni desti¢ky napipetujeme kalibratory, kontroly
a nafedéné extrakty. Po kratké inkubaci a promyti pfiddme konjugat monoklonalni
protilatky proti lidskému kalprotektinu s kienovou peroxidazou. Po dalsi inkubaci vznikne
komplex v poradi: protilatka na mikrotitracni desticce — kalprotektin — konjugat. Diky
tomuto usporadani je komplex oznafovan jako ,,sendvi¢”. Nenavazané protilatky jsou
odstranény promytim a po nasledné inkubaci se substratem a pfiddnim stop-Cinidla métime
na spektrofotometru pfi 450 nm. Enzymaticka aktivita navazanych komplexl je ptimo
umérnad koncentraci kalprotektinu. Koncentraci odecitame z kalibra¢ni kiivky vytvorené

zZ absorbanci a pfislusnych koncentraci kalibratorti. (Bithlmann, 2014)

8.2 Reagencie a vybaveni

Soucasti baleni setu EK-CAL jsou zejména reagencie potfebné pro provedeni
analyzy: extrakéni pufr B-CAL-EX pro extrakei stolice (3x 125 ml), dale koncentrovany
promyvaci pufr (B-CAL-WB), ktery je tfeba fedit s 900 ml destilované vody (10x lahev po
100 ml), dale inkubac¢ni pufr (B-CAL-IB) pfipraveny k pouziti (2 lahve po 125 ml),
kalibratory A az E (B-CAL-CASET) s obsahem ruznych koncentraci kalprotektinu v pufru
(5 lahvicek po 1 ml), 2 lahvicky kontrol (B-CAL- CONSET) snizkou a vysokou
koncentraci kalprotektinu (1 ml), dale 12 ml enzymového markeru (B-CAL-EL), 12 ml
TMB substratu (B-TMB12) a 12 ml stop ¢inidla (B-STS12). Mimo reagencii set obsahuje
mikrotitraéni desticku potazenou monoklonalni protilatkou proti kalprotektinu 12x8 jamek
(B-CAL-MP) s folii pro zalepeni desticky.

Pro provedeni analyzy dale potfebujeme vybaveni, které neni soucasti setu. Jsou to
laboratorni pipety o objemech 10, 100 a 1000 pl, polystyrenové nebo polypropylenové
zkumavky, savy papir, odmémny valec pro fedéni promyvaciho pufru, zafizeni pro
promyvani mikrotitranich  desticek, rotator mikrotitracnich  destiCek, reader

mikrotitracnich desti¢ek pro méfeni absorbance pti 450 nm. (Biihlmann, 2014)
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8.3 Postup analyzy Vv pracovnim rozmezi 10 — 600 pg/g

1.

10.

11.

12.
13.

Extrakty stolice nafedime vV poméru 1:50 s inkuba¢nim pufrem a dobfte
promichéame. Takto nafedéné extrakty vzorkii nechejte inkubovat pii pokojové
teploté po dobu 5 minut.
Pfipravime si mikrotitra¢ni desti¢ku — vybereme stripy s odpovidajicim po¢tem
jamek pro vzorky, kontroly i kalibratory. Nepouzité stripy ihned vratime zpét do
obalu s vysouSedlem.
2 x promyjeme prazdné jamky 300 pl promyvaciho pufru. Dobte vyklepeme do
savého papiru. Pufr musi pii kazdém promyti ztstat v jamkéch alespon 20 sekund.
Napipetujeme do jamek vzdy po 100 ul do kazdé jamky:

e Blank (inkubaéni pufr)

e Kalibratory A — E vzdy po dvou jamkach

e Nizkou a vysokou kontrolu, obé po dvou jamkach

e Pacientské vzorky do ptislusnych jamek
Desticku piikryjeme folii a inkubujeme po dobu 30 min + max 5 min na tiepacce
mikrotitracnich desti¢ek pii 450 rpm za teploty 18-28°C.
Odstranime 6lii, vyprazdnime desti¢ku a 3x promyjeme promyvacim pufrem — 300
ul do kazdé jamky. Vyklepeme na savy papir.
Napipetujeme 100 pl konjugatu do vsech jamek.
Zalepime folii a inkubujeme 30 min na tfepacce pii 450 rpm za teploty 18 — 28°C.
Odstranime 6lii, vyprazdnime desti¢ku a 5x promyvame 300 pl promyvaciho
pufru. Dobfe vyklepeme.
Do kazdé jamky napipetujeme 100 ul TMB substratu, pfedem vytemperovaného na
18-28°C.
Zalepime folii, ochranime desticku od pfimého svétla a nechame inkubovat 15 min
na tfepacce pii 450 rpm za teploty 18-28°C.
Pridame 100 pl stop-¢inidla do vSech jamek. Odstraite vzduchové bubliny.
Do 30ti minut zméite absorbanci pii 450 nm.

(Biihlmann, 2014)
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8.4 Tvorba kalibraéni kiivky

Z naméienych vysledki vytvofime standardni kiivku. Nejprve vypocteme
prumérnou absorbanci kazdého dubletu a odecteme absorbanci blanku od primérné
absorbance ostatnich kalibratori. Tyto korigované absorbance spolu se standardnimi
koncetracemi pouzijeme pro vytvoieni kalibracni kiivky. Z této kalibracni kiivky

odecitame koncentrace pacientskych vzorki. (Bithlmann, 2014)
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9 VYSLEDKY A STATISTICKE ZHODNOCENT{

9.1 Zékladni statistické udaje

Pro statistické zhodnoceni bylo celkem pouzito 39 pacientskych vzorka, ve kterych
byla v pribéhu nékolika tydn stanovena koncentrace kalprotektinu nejprve plvodné
pouzivanou metodou stanoveni a poté nové zavedenou metodou. Vzorky byly vySetieny
nejprve metodou Quantum Blue a poté metodou ELISA a to vzdy dvakrat, nejprve
s pouzitim extrak¢niho kitu Faecal Sample Preparation Kit (dale jen FSPK) a poté se

standardni extrakci s pouzitim oCkovaci klicky.

Tabulka 2: Zakladni statistické tidaje

Ex. FSPK + Ex. vazenim+ Ex. vazenim +

[ug/g] Quantum Blue Quantum Blue Ex. FSPK + ELISA ELISA
Pocet

st. 39 12 13 39
Pramér 316,6 420,6 522,9 175,1
Median 100,0 109,0 49,8 54,5
Max 1800,0 1800,0 2580,0 600,0
Min 100,0 100,0 30,0 2,4

Zdroj: Vlastni

Rozdil medidnti ndmi porovnavanych stanoveni je v rdmci vySetfeni metodou
Quantum Blue rGznymi extrakénimi sadami pomérné nizky (9 pg/g), podobny rozdil
nachazime 1 v ramci metody ELISA (4,7 pg/g). Podstatn€ vyssi rozdil mediant vychazi
Vv piipad¢ porovnani metody Quantum Blue + extrakce FSPK (dfive pouzivana kombinace)

s metodou ELISA + standardni extrakce (nov€ zavedena metoda) a to celych 45,5 pg/g..

9.2 Porovnani extrakci v kombinaci s metodou Quantum Blue

V nésledujicim srovnani jsme extrahovali 12 vzorkl stolice za pouziti dvou druhil
metod: extrakce s Faecal Sample Preparation Kit a extrakce vazenim s oc¢kovaci klickou.
Extrakty byly ndsledn& stanoveny metodou BUHLMANN Quantum Blue® Calprotectin
High Range (LF-CHR25). Faecal Sample Preparation Kit (Smart-Prep) je typem extrakce,
ktery naSe laboratof pouzivala diive. Podruhé jsme vySetfeni opakovali s pouzitim nove
zavedeného typu extrakce — extrakce vazenim s pouzitim ockovaci klicky. Obé& skupiny

vysledkl (stanovenych koncentraci kalprotektinu) jsme vzajemné porovnali.
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9.2.1 Korelace
Korela¢ni koeficient R?>= 0,7543 po pievedeni na procentualni hodnotu vychazi

jako 87% shoda vysledk, kterou povazujeme za velmi dobrou.

Graf 1: Korelace mezi extrakcemi v ramci metody Quantum Blue
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Zdroj: Vlastni

9.3 Porovnani extrakci v kombinaci s metodou ELISA

Dalsim krokem naseho prizkumného Setfeni bylo porovnani obou typl extrakci
s naslednym stanovenim extrakti metodou BUHLMANN fCAL™ ELISA Calprotectin
(EK-CAL). Provedli jsme extrakci u 13 vzorku stolice nejprve s pouzitim dfive uzivané
extrakéni sady Faecal Sample Preparation Kit, poté jsme extrakci opakovali s pouZitim
extrakce vazenim s ockovaci klickou. Obé skupiny vysledkll (stanovenych koncentraci

kalprotektinu) jsme vzajemné porovnali.
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9.3.1 Korelace

Korelaéni koeficient R?= 0,7301 po pievedeni na procentudlni hodnotu vychazi

jako 85% shoda, kterou povazujeme stejné jako v predchozim piipadé za dobry vysledek.

Graf 2: Korelace mezi extrakcemi v ramci metody ELISA
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Zdroj: Vlastni

9.4 Porovnani nove zavedeného stanoveni s diive pouzivanym

Posledni ¢asti naseho vyzkumu je porovnani diive pouzivané kombinace metody +
extrakce snové zavedenou kombinaci. Dfive pouzivanou extrakéni sadou byl Faecal
Sample Preparation Kit (Smart-Prep). Pomoci této sady se pfipravily extrakty, které se
nasledné vysetiily metodou BUHLMANN Quantum Blue® Calprotectin High Range (LF-
CHR25). Nové zavedenou kombinaci je extrakce vazenim pomoci o€kovaci klicky a
nadobky s naslednym stanovenim metodou BUHLMANN fCAL™ ELISA Calprotectin
(EK-CAL). Stanovili jsme 39 vzorkd stolice prvni a poté druhou metodou a nasledné

vysledky zhodnotili.
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9.4.1 Korelace

Korela¢ni koeficient R? = 0,518 po pievedeni na procentudlni hodnotu ukazuje

shodu 72%.

Graf 3: Korelace mezi diive a nové pouzivanou metodou
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10 FINANCNI ROZVAHA

10.1 Néklady na stanoveni

Pti zavadéni nové metody v laboratofi musi odpovédny pracovnik hodnotit nejen
jeji presnost a efektivitu, ale i finan¢ni naklady, které je nutno za dané stanoveni vynalozit.
Z nasledujici rozvahy vyplyva, Zze naklady na jedno stanoveni metodou Kvantitativni
lateralni pritokové analyzy Quantum Blue jsou pomérné vysoké. Metoda ELISA vychazi
V porovnani s Quantum Blue o 210 K¢ za jedno stanoveni levnéji. Ceny obou typli nami
zkoumanych extrakci jsou také velmi rozdilné. Zatimco u extrakce s pouzitim ockovaci
Klicky jsou naklady pouhych 7 K¢ na jednu extrakci, extrakce s pouzitim zkumavky se

spirdlou (FSPK) stoji 121 K¢ za extrakcei (viz tab. 3).

Tabulka 3: Naklady na jednotliva stanoveni

Cena setu Ndklady na jedno stanoveni
Quantum Blue 11 360 K¢ /25 stanoveni 454,4 K¢
ELISA 20570 K¢ / 84* stanoveni 244,88 K¢
Extrakce FSPK 3 015 K¢ / 25 stanoveni 120,6 K¢
Extrakce klicka 1,25 K¢ /klicka; 5,69 K&/ nddobka 6,94 K¢

*k dispozici je 96 jamek, 12 je vSak potieba pro kalibratory a kontroly
Tuéné zvyraznény porovnavané hodnoty.
Zdroj: Vlastni
Cena za celkové stanoveni (extrakce + stanoveni, viz tab.4) u diive pouzivané
kombinace Quantum Blue s extrakci FSPK je 575 K¢, coZ je o 323 K¢ vice, nez u nové

zavedené kombinace ELISA s extrakci pomoci o¢kovaci kli¢ky, ktera vyjde na 252 K¢.

Tabulka 4: Naklady na jednotlivé kombinace stanoveni

Extrakce FSPK Extrakce s oc.klic.
Quantum Blue 575 K¢ 461,34 K¢
ELISA 365,48 K¢ 251,82 K¢

Tuéné zvyraznény porovnavané hodnoty.

Zdroj: Vlastni

10.2 Bodové ohodnoceni

Vzhledem k bodovému systému zavedenému v laboratofi je nutno naklady ptepocitat

na body, které poté proplaci pojistovna. Bodové ohodnoceni jednoho vySetieni
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kalprotektinu ze stolice (vCetné extrakce) ¢ini 1037 bodl. Nékladova hodnota bodu, kterou
proplati pojistovna, ¢ini 0,32 K¢. Vydélime-li nidklady na jedno vySetfeni bodovym

ohodnocenim vykonu, ziskame naklady stanoveni na 1 bod (viz tab. 5).

Tabulka 5: Néaklady na jeden bod u jednotlivych kombinaci metod

Metoda Ndklady na 1 bod
Quantum Blue + Extrakce FSPK 0,55 K¢
ELISA + extrakce s oC.kli¢. 0,24 K¢
Quantum Blue + extrakce s oc.klic. 0,45 K¢
ELISA + extrakce FSPK 0,35 K¢

Tuéné zvyraznény porovnavané hodnoty.

Zdroj: Vlastni

Jsou-li naklady na jeden bod vyssi, nez 0,32 K&, laboratot o dany rozdil prod¢lava.
Z rozvahy tedy vyplyva, Ze finan¢né vyhodnéji vychazi metoda ELISA se standardni

extrakci vazenim.

10.3 Casova naro¢nost stanoveni

V nasledujici tabulce jsou uvedeny Casy potiebné k provedeni jednotlivych metod.
Drtive pouzivané metody extrakce a stanoveni jsou o n¢kolik desitek minut rychlejsi (viz

tab. 6).

Tabulka 6: Casova naro&nost jednotlivych metod

Metoda Doba provedeni
Extrakce FSPK 7 min
Extrakce s o€.klickou 35 min
Quantum Blue 15 min
ELISA 75 minut

Zdroj: Vlastni
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11 DISKUZE

Cilem naseho vyzkumu bylo zjistit, je-li rozdil mezi dfive pouzivanou a nové
zavedenou metodou stanoveni statisticky a klinicky vyznamny a je-li metoda ELISA
vhodna pro zavedeni. Dale jsme hodnotili dva odlisné typy extrakci vzorkl stolice a
zjistovali, neovlivni-li odlisnd pfiprava vzorku vyslednou koncentraci kalprotektinu.
Z rozdilu mediant u jednotlivych stanoveni vyplyva, ze v ramci jedné metody stanoveni
kalprotektinu (Quantum Blue nebo ELISA) s pouzitim raznych extrakci se vysledné
koncentrace kalprotektinu liSily jen mirné. V rdmci metody Quantum Blue byl rozdil
hodnot 9 pg/g a v piipadé metody ELISA byl 4,7 ng/g. Obé stanoveni spolu také dobie
koreluji (R*= 0,7301 v piipadé porovnani extrakci v ramci metody ELISA; R?= 0,7543
v ramci metody Quantum Blue). Podobnym vyzkumem se zabyvali i Delefortrie a spol. z
Clinique Notre Dame de Grace, Belgie (Delefortrie, a dalsi, 2016), kde v ramci jedné
metody porovnavali rozdilné extrakéni procedury s dobrou vyslednou korelaci, rozdil
koncentraci kalprotektinu byl vSak v jejich ptipadé o poznani vyssi.

Déle jsme porovndvali diive pouzivanou metodu stanoveni v nasi laboratofi, pfi
které se pouzivalo kombinace extrakce FSPK spolu se setem BUHLMANN Quantum
Blue® Calprotectin High Range a metodu BUHLMANN fCAL™ ELISA Calprotectin
v kombinaci se standardni extrakci vazenim, kterd byla zavedena nové. Navzdory pomérné
velkému rozdilu medianii koncentraci kalprotektinu (45,5 pg/g) ndm vysla uchazejici
korela¢ni shoda 72% (R?= 0,518). Tento rozdil si vysvétlujeme rozdilnou citlivosti obou
stanoveni. Ta je u ELISA metody vys§i nez u metody Quantum Blue. Zatimco u metody
Quantum Blue bereme koncentraci pod 100 pg/g jako negativni, u ELISA metody
povazujeme za negativitu hladinu pod 50 pg/g. K podobnym vysledktim dospéli i A. Dolci
a M. Panteghini z laboratote klinické biochemie University of Milan Medical School, Italie
(Dolci, a dalsi, 2012), kde porovnavali dvé rozdilné metody stanoveni kalprotektinu.

Jako dals$i vyzkumnou otazku jsme si stanovili, kterd z metod stanoveni
kalprotektinu je pro laborator financné vyhodnéjsi. Pii rozpocteni nékladii na jedno
stanoveni se ukazala byt standardni extrakce o poznani Gsporngjsi (6,94 K¢). V porovnani
s extrakei FSPK vychdzi o 114 K¢ levnéji na jedno stanoveni. V piipad€ setd urcenych
k samotnému stanoveni kalprotektinu je vyrazné finan¢né vyhodnéj$i metoda ELISA
(244,88 K¢ / stanoveni). Za jedno stanoveni metodou Quantum Blue zaplatime o 209 K¢
vic. Pfi pfepocteni celkovych nakladi stanoveni (extrakce + metoda) na bodovy systém se

kombinace standardni extrakce s o¢kovaci klickou v kombinaci s ELISA metodou ukazala
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byt jako jedind, kterou laboratofi pln¢ uhradi pojistovna. U ostatnich kombinaci laboratof
prodélava. V ramci finanéni rozvahy jsme hodnotili i ¢asovou naro¢nost jednotlivych
stanoveni. Z extrakci se ukazala byt nejrychlejsi Faecal Sample Preparation Kit, ze
samotnych stanoveni pak metoda Quantum Blue.

Vzhledem K minimalnim rozdilim naméfenych hodnot u srovnani extrakénich
metod se ukazuje standardni extrakce vazenim jako vyhodnéjsi pro zavedeni v laboratofi.
Metodu ELISA povazujeme za vhodnou k zavedeni laboratoii pro rutinni stanoveni. Diive
uzivanou metodu Quantum Blue doporucujeme pouzivat jako dopliikovou metodu pro
statimové pifipady, zejména z divodu rychlejSiho provedeni. Pfestoze rozdilnost vysledki
u staré a nové metody stanoveni neni zanedbatelnd, jejich vzajemna korelace je dobra.
Domnivame se, ze piesnéjSich vysledki by bylo dosazeno vysetfenim vétSiho vzorku
pacientli, za uvahu také stoji mozna laboratorni chyba pfi jednotlivych postupech.
Doporuc¢ujeme v ramci dlouhodobého sledovani jednotlivych pacientii stanovovat
kalprotektin stejnou metodou, aby nedoslo ke zkresleni vysledktl, pfipadné informovat

oSetfujiciho lékare.
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ZAVER

Hlavnim tématem této prace bylo porovnani jednotlivych metod stanoveni
kalprotektinu. V avodu prace jsme teoreticky pfiblizili danou problematiku. V praktické
¢asti jsme si urcili cil prace, kterym bylo ur¢it zménu vyslednych koncentraci u vzorku
pacientt, zménime-li metodu extrakce, metodu stanoveni, ¢i oboji. Nami porovnavanymi
extrakénimi metodami byla extrakce se sadou Faecal Sample Preparation Kit, nasi
laboratoii pouzivanou diive, a standardni extrakce s oCkovaci klickou, kterda je nové
zavedena. Z naSich vysledki vyplyva, ze zména extrakce pii zachovani dané metody

stanoveni vyrazn¢ neovlivni vyslednou koncentraci kalprotektinu.

Dale jsme se zaméfili na srovnani diive pouzivané metody stanoveni Quantum
Blue® Calprotectin High Range (v kombinaci se starou metodou extrakce) s nové
pouzivanou metodou fCAL™ ELISA Calprotectin (v kombinaci snovou metodou
extrakce). Ackoliv vysledky jednotlivych stanoveni nebyly shodné, obé metody spolu
dostate¢né koreluji. Rozdil si také vysvétlujeme vyssi citlivosti ELISA metody a pomérné
maly vzorek hodnocenych pacientl. Zaver prace se tykal financéni rozvahy a casové
naroc¢nosti vybranych stanoveni. Jako finan¢né nejvyhodnéjsi se ukdzala nové zavedena
metoda stanoveni (ELISA v kombinaci se standardni extrakci), metoda Quantum Blue je

vSak o poznani rychlejsi.

Vzhledem Kk nasemu vyzkumu se domnivame, Ze metoda ELISA je vhodnou
metodou pro rutinni stanoveni v laboratofi. Metodu Quantum Blue doporucujeme zavést

jako doplikovou metodu vhodnou pro statimova vySetieni.
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Studentka oboru Zdravotni laborant

Fakulta zdravotnickych studii, Katedra teoretickych obort
Zapadoceska univerzita v Plzni

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro oSetfovatelskou pési FN Plzefi
udéluji souhlas se sbérem informaci o laboratornich metodach, pouzivanych v Ustavu imunologie
a alergologie (UIA) FN Plzeri. Tento souhlas je vydavan v souvislosti s vypracovani Vasi
bakalafské prace s nazvem ,Stanoveni kalprotektinu u autoimunitnich chorob gastrointestinalniho
traktu®, pfi spInéni nize uvedenych podminek.

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plzeri:

. Vedouci zdravotni laborantka UIA souhlasi s Va$im postupem.
. Osobné povedete svoje Setfeni.
. Vase Setfeni nenaru$i chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic

FN Plzen, ochrany dat pacientd a dodrzovani Hygienického planu FN Plzen. Vase Setfeni
bude provedeno za dodrzeni vSech legislativnich norem, zejména s ohledem na
platnost zdkona ¢. 372/2011 Sb., o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich
poskytovani, v platném znéni.

. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacient(, které budou uvedeny ve Vasi bakalafské
praci, musi byt anonymizovany.
. Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, Skolou schvalené, odborné praxe a pod

pfimym vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je Ing. Bc. Tomas Vias,
odb. prac. v laboratornich metodach UIA FN Plzen.

Po zpracovani Vami zjiSténych 0daji poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice i
organizacnimu celku FN Plzen zavéry VaSeho Setfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik
ZOK / OC zajem a budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledkd Vaseho Setfeni na
vzdélavacich akcich porfadanych FN Plzen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnikd s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami naruSovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnancl. Spoluprace
zaméstnancu FN Plzen na Vasem Setfeni je dobrovolna a je vyjadfenim ochoty ke spolupraci
oslovenych zaméstnanct FN Plzen s Vami.

Preji Vam hodné uspéchu pfi studiu.

Mgr. Bc. Svétluse Chabrovd
manaZerka pro vzdéldvani a vyuku NELZP
zdstupkyné ndméstkyné pro os. péci

Utvar néméstkyné pro os. péci FN Plzeri
tel.. 377 103 204, 377 402 207
e-mail: chabrovas@fnplzen.cz
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