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UvOD

Cim dal ¢&astgjsim problémem dnesni populace byvaji travici potize.
Ty mohou byt pouze drobné, napfiklad v disledku snézeného Spatného jidla,
ale zaroven mulze jit o zavaznéjSi onemocnéni. Problémy mohou byt
i na zakladé autoimunitnich onemocnéni. Dulezité je spravné urCeni diagnozy
a sledovani stavu nemocného, aby bylo mozné zmirnit komplikace spojené
s danym onemocnénim a umoznit pacientovi co nejnormalnéjSi fungovani
v bézném zivoté.

Prvni Cast prace, tedy teoreticka, je zamérena na autoprotilatky, jejich vyskyt
a moznost stanoveni. Teoreticky rozebereme autoimunitni onemocnéni
se zaméfenim na Crohnovu chorobu a ulcerdzni kolitidu, jakozto nejcastéjSimi
zastupci autoimunitnich onemocnéni gastrointestinalniho traktu. Jejich rysy,
hlavni projevy, lokalizaci onemocnéni a vzajemnou podobnost, i ¢im jsou
rozdilné. Zavér teoretické Casti je zaméfen na kalprotektin. Maly protein,

vylu€ovany stolici, jez je markerem zanétlivych onemocnéni.

Druha cast prace, Cast prakticka, je zamérfena na stanoveni kalprotektinu
ve stolici nemocnych pacientl, porovnani vysledkl se zjisténim, ktera metoda

je nejvhodnéjsi pro diagnostiku autoimunitniho stfevniho onemocnéni.



TEORETICKA CAST
1 AUTOPROTILATKY

Autoprotilatky jsou takové protilatky, jez jsou namifené proti antigenim
vlastniho téla. Antigenem mohou byt proteiny, nukleové kyseliny, fosfolipidy,
glykoproteiny a flikofosfolipidy. Tvofi se fyziologicky a maji vyznam
pro oznaCeni a destrukci nepatficnych autoantigenu. K jejich zvySené tvorbé
dochazi v dusledku patologickych mechanizmd a vede k poSkozovani organu
¢i tkani. Autoprotilatky IgG a IgA podléhaji somatické mutaci a mohou byt
vysoce specifické proti jednotlivym autoantigenim. Tyto autoprotilatky slouzi
jako marker autoimunitnich onemocnéni. K detekci autoprotilatek je mozné
vyuzit nékolika metod, mezi které patfi nepfima imunofluorescence,

radioimunoanalyza, imunoblot a enzymova imunoanalyza.

Autoprotiatky Ize délit na organoveé specifické a organové nespecifické. (1)

1.1 Organové specifické protilatky

Organové specifické protilatky jsou typické pro dany organ nebo skupinu
organu. Vyskytuji se u celé fady autoimunitnich onemocnéni a jejich vySettreni
ma znacny vyznam v diagnostice chorob. Pfikladem jsou ASCA protilatky,
neboli protilatky proti Saccharomyces cerevisiae, které se az v 80% vyskytuji

u pacientd s Crohnovou chorobou. (1)

1.2 Organové nespecifické protilatky

Organové nespecifické protilatky nejsou konkretizované pro dany organ,
ale zamérfuji se na urcité bunky ¢&i jejich soucasti. Typickym pfikladem jsou
protilatky proti mitochondriim, antinuklearni protilatky ¢&i protilatky proti

cytoplazmé neutrofild. (1, 2)
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1.3 ANCA

ANCA (Anti-neutrophilcytoplasmicantibody) je skupina autoprotilatek,
hlavné IgG, zamifenym proti antigenim vyskytujicim se v cytoplazmé
neutrofilnich granulocytl a monocytd. Pozitivita téchto protilatek je typicka
pro vaskulitické syndromy typu Wegenerovy granulomatdézy a noddzni
polyarteriidity. Casto jsou pozitivni u chronickych stfevnich zanétd, cystické

fibrézy i jinych imunopatologickych stavu.

Metodou nepfimé imunofluorescence na ethanolem fixovanych lidskych
neutrofilech lze stanovit odchylky vtéto skupiné autoprotilatek, které
se Castéji vyskytuji u ulcerdozni kolitidy (60 — 70% vySetfovanych) nez

u Crohnovi choroby (pouze 20 — 30% vySetfovanych).

Vzhledem k rozdilné distribuci vyskytujicich se antigenu (proteinkinaza-
3, myeloperoxidaza, elastdza, kathepsin G, azurozidin, laktoferin, lyzozym

a BPI) se uvadéji tfi typy pozitivity ANCA screeningu:

1) cANCA: cytoplazmaticka imunofluorescence, typicka pro Wegerovy
granulomatézy

2) pANCA: perinuklearni imunofluorescence, typick& pro polyarteritidy

3) XANCA resp. aANCA: atypicka imunofluorescence (3)

1.3.1 Cytoplazmaticka imunofluorescence - cCANCA

Bézny obraz cANCA se primarné vyskytuje u pacientd s Wegenerovou
granulamatézou a odpovida vyskytu protilatek proti proteinkinaze-3. Vzacné Ize
prokézat také u cystické fibrézy ¢i bakterialni endokarditidy. (3)

1.3.2 Perinuklearniimunofluorescence — pANCA

Obraz pANCA fluorescence naznacCuje vyskyt protilatek  proti
myeloperoxidaze, jez jsou spojené s idiopatickymi stfevnimi zanéty. Jejich
pozitivita v séru poukazuje na jejich tvorbu ve stfevé vlivem slizniCnich genu.
Vyskyt protilatek pANCA je v 50-80% u pacientl s ulcer6zni Kkolitidou.

Pritomnost protilatek zle brat i jako ukazatel zavaznosti prib&éhu onemocnéni.

11



Cast&ji se vyskytuje agresivngjsi levostranna forma, jez pfili§ nereaguje

na Ié¢bu a vyzaduje chirurgicky zakrok brzy po zjisténi rozvoje onemocneéni.

Pozitivita u Crohnovi choroby je u 10 — 30% pacientl a je spojena

s podobnymi klinickymi pFiznaky jako u ulcerdzni kolitidy. (1, 4, 5)

1.4 ASCA

ASCA (Anti-Saccharomyces cerevisiae antibody) jsou protilatky proti
fosfopeptidomanu kvasinek Sacchromyces cerevisiae vyskytujici
se u Crohnovy choroby. Jejich pozitivita se vyskytuje u sporadické formy
zanétu u 35-63% pacientu s Crohnovou chorobou a 8-12% pacientu s ulcerézni
kolitidou. U formy familiarni je pozitivita protilatek u 55-62% pacientu

s Crohnovou chorobou a 7-25% s ulcerdzni kolitidou. (6)

1.5 Srovnani ANCA a ASCA

Niz8i vyskyt ANCA protilatek a vyS$Si ASCA protilatek u Crohnovi choroby,
na rozdil od ulcer6zni kolitidy, ma dle literatury prediktivni hodnotu okolo
90-96%. Neékteré prace vSak tuto specificitu uvadéji pouze u déti.
Senzitivita protilatek vykazuje odliSnost ras ve prospéch béloSské populace

v porovnani s rasou mongoloidni. (7)
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2 AUTOIMUNITNIi ONEMOCNENI

Autoimunita je oznaceni pro imunitni odpovéd na vlastni slozky téla —
autoantigeny. Reakce na takovyto antigen je vytvafeni autoprotilatek.
Jejich pritomnost a pfitomnost autoreaktivnich T-lymfocytu Ize prokazat.

Poskozuji tkané organismu a vytvareji tak autoimunitni onemocnéni.

Autoimunitni reakce muaze byt humoralné i bunélné zprostfedkovana.
V pfipadé humoralnich reakci dochazi k tvorbé autoprotilatek, vétSinou 1gG,
jez poskozuji tkan aktivaci komplementu v misté navazani autoprotilatky. DalSi
poSkozeni tkané mulze zpusobit tvorba a ukladanim imunokomplexd. Nékteré
autoprotilatky mohou zpUsobit funkéni zmény burnky nebo proteinu, na které
je autoprotilatka navazana. Reakce bunécného typu jsou charakteristické
posSkozujicim zanétem zpUsobenym Tc a Th1 lymfocyty, jejich cytokinovymi

produkty a aktivaci makrofagu.

Autoimunitni onemocnéni vznikaji prolomenim mechanismu udrzujicich
imunitni reakci vuci vlastnimu télu. Jednim zhlavnich rysu je zanét.
Rozdéleni a moznosti autoimunitnich onemocnéni je cela fada. Jednou
z moznosti je napfiklad rozdéleni dle lokalizace zanétu. Mohou byt organové
specifickd, coz znamena, Ze reakce imunitniho systému je namifena proti
konkrétnimu organu ¢i tkani, nebo organové nespecifickd. V tomto pfipadé

je imunitni reakce namifena na vice organu i cely organismus.

Pro potfeby této bakalarské prace se zaméfim pouze na uzkou cCast
autoimunitnich onemocnéni a to idiopatické stfevni zanéty a nemoci s nimi

spojenymi. (8)

2.1 Idiopatické strevni zanéty

Pojmem idiopatické stfevni zanéty jsou rozuména postizeni stfeva vyvolana
zanétem. PfiCiny téchto zanétl nejsou znamé (z tohoto duvodu idiopatické —
neznamého puvodu), tim se liSi od stfevnich zanétl specifickych, jez maji
znamou pri€inu, jako napf. prdjmovita onemocnéni zplUsobena bakterii
(Salmonella, Shigella, Escherichia coli a dalsi). Jisté ovSem je, Ze predpoklady

pro tyto onemocnéni jsou vrozené. Uvadi se pulsobeni genetickych vlivl
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a rodinna zatéz. Asi u 5% pacientd se v pfibuzenstvu vyskytuji dalSi
onemocnéni. K projeveni poté vedou faktory zevniho prostfedi, mezi které patfi
nejen strava, infekéni faktory, UV zafeni a jiné chemikalie, ale i psychické
faktory, mezi které fadime stres. Do této kategorie je mozné zaradit i jiné

onemocnéni, jez mize osobu oslabit.

| pfes to, Ze nezname pfesnou pfi€inu vzniku daného onemocnéni,
to neznamena, ze nezname ani lék, jez by tyto choroby I€Cil. Idiopatické strevni
zanéty se nedaji zcela vyléCit, avSak lze dosahnout dlouhodobé remise.
Samotna IéCba je symptomaticka — |1€Ci se pfiznaky onemocnéni, pfipadné jeho

nésledky a komplikace.

Idiopatické stfevni zanéty nemuseji postihovat pouze travici trakt.
Pri téZkych prubézich dochazi k zasazeni i jinych organu jako jsou jatra, klouby
ale i kize a oci. Ve vaznych pfipadech muze dojit az k sepsi (,,otravé krve®)

s moznosti vzniku Sokového stavu a smrti pacienta.

Mezi idiopatické stfevni zanéty fadime Crohnovu chorobu a ulcerdzni
kolitidu. Obé tyto choroby se mohou projevit v jakémkoliv véku. Vyjimkou nejsou
ani détsti pacienti. AvSak nejCastéjSi vék pro projeveni Crohnovy choroby
je mezi 18 a 35 lety a ulcerdzni kolitidy mezi 30 a 40 lety véku. Samotné
onemocnéni jako pfima pfi€ina smrti neni ¢asté. Divodem umrti byvaji obvykle
komplikace nemoci €i chirurgického vykonu. Mortalita na idiopatické stfevni
zanéty je v Evropé, Velké Britanii a USA 0,2 — 0,4/100 000 za rok (Udaje z roku
1998). (9, 10)

2.1.1 Crohnovachoroba

Zanétlivé onemocnéni se mlze projevit v jakékoliv €asti traviciho ustroji,
avSak nejCastéji postihuje oblast spojeni tenkého stifeva s tlustym.
Zanét pronika celou sténou, nezfidka je granulomatozni povahy. Béznym
projevem je zvySena teplota, prujmovita stolice, obvykle bez pfimési krve
a kreCovita bolest v oblasti bfiSni dutiny v disledku zuzeni prusvitu stfeva,
jez muize vést kztlusténi stfevni stény. U tézkych pfipadd dochazi
k vyprazdnovani az dvacetkrat denné. 10 — 20% nemocnych ma ubytek na vaze
az o0 20% télesné hmotnosti. Jeho pfi¢inou je vétSinou poruseny pfijem potravy.
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Pacienti potravu odmitaji, protoze zpuUsobuje bolest, prljem a muize byt
divodem k anorexii. Postizeni tlustého stfeva je spojeno s nizkym vyskytem
pistéli a obstrukci ale vysokym vyskytem perianalniho postizeni a enteroragie.
Naopak pokud je postizenou Casti tenké stfevo, dochazi k vysokému vyskytu
obstrukci, ale s nizkym krvacenim a perianalnim poskozenim. Uvodni projevy
nemusi byt nijak zavazné, pouze neurcité bolesti bficha az po dobu nékolika let.
Lokalizace bolesti obvykle ukazuje na lokalizaci postizeného mista. Mimo
pfiznaky v oblasti dutiny bfisni se Crohnova choroba muaze projevovat i tvorbou
aftd v dutiné ustni, zanétlivym onemocnénim oci &i postizenim pohybového
aparatu. (9, 10, 11, 12)

2.1.2 Ulcer6zni kolitida
Ulcerdzni kolitida je zanétlivé onemocnéni postihujici kone¢nik a tlusté
stfevo. Typické je kontinualni postizeni bez preskoCenych usekl, vzdy

zacinajici od konec€niku. Zdrava sliznice je od zanétlivé ostfe oddélena.

Dle rozsahu rozdélujeme postizeni na lehky, stfedné tézky a tézky tvar.
NejCastéjsi formou je lehky tvar, jez se vyskytuje u 50% pacientl a postihuje
koneCnik s esovitou klickou. Projevuje se nucenim na stolici, ktera byva
s pfismési hlenu a krve. Prdjem neni podminkou. U 20% pacientl nalézame
stfedné téZky tvar, kde se k postizeni konecCniku a esovité klicky pfidava stfevo,
v€etné sestupného traéniku. Prijem s krvi a hlenem je jiz typicky. U tézké formy
dochézi i k postizeni pfi€ného traniku ¢&i traéniku vzestupného spolu s oblasti
slepého stfeva. Hlavnimi pfiznaky jsou vodnaté prajmy vice nez 6x za den
s masivni pfimési krve a horeCka. Mize dojit i k septickému stavu s ohroZenim

pacienta s nutnosti intenzivniho léceni.

Vv,

toxicky megakolon vznikajici na zakladé septického stavu Ci po podani
protiprdjmovych 1ékd. Dochazi k ochrnuti hladké svaloviny stfevni stény,
k rozSifeni stfevniho prusvitu, kde se zatne hromadit obsah. Nebezpefnost
tohoto stavu je zpusobena premnozenim bakterii, diky kterym je pak
organismus zaplavovan jedovatymi toxiny stfeva. Hrozi az jeho prodéravéni

s naslednym zanétem pobfisnice. Tento stav vyZaduje intenzivni lékafskou
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péci s chirurgickym zakrokem, béhem kterého dojde k odstranéni tlustého

stfeva.

U typickych pfipadd nema ulcerézni kolitida tendenci ke vzniku pistéli
Ci abscesl. Nebyva totiz poSkozena hlubSi €ast stény, nybrz pouze sliznice
stfevni. V tézkych pfipadech byva Casté zjizveni stfeva, jeho zkraceni a ztrata
funkce. (10)

2.1.3 Lécba Crohnovy choroby a ulcerézni kolitidy

V souCasné dobé je |éEba Crohnovy choroby a ulcerdzni kolitdy velmi
obdobna a proto budou popsany spoleéné. Muze byt bud chirurgicka
nebo medikamentozni, ale nejCastéji byva oboji. Druh |éCby zavisi na projevech
choroby. Jina bude pfi prvnich projevech onemocnéni, relapsu
¢i lécby v klidovém obdobi, kdy dochazi ke snhaze remisi udrzet a zajistit

co nejvyssi kvalitu zivota pacienta.

Béhem medikamentdzni [éCby jsou vyuzivany hlavné Iléky, jez maji
minimalni vedlejSi ucinky. Je dan dudraz na snahu co nejjednoduse;ji
a nejefektivnéji pomoci pacientovi. AvSak muize dojit k situaci, kdy nedojde
k ulevé nebo zhojeni stfevniho zanétu a je zapotfebi nasadit silngjSi IéCbu.
V8e zalezi na obtizich konkrétniho pacienta a zavaznosti situace.
Samotna |éCba se upravuje i v zavislosti k pfedchozi 1éCbé a pfitomnosti
mimostievnich projev onemocnéni. Nedilnou soucasti jsou dietni opatfeni
a klidovy rezim. Mélo by dojit k vynechani cigaret, které zhorSuji odpovéd
na |éCbu a pribéh celého onemocnéni.

Aktivni onemocnéni mulze byt zjevné na zakladé klinickych pfiznakd,
jez jsou popsané u Crohnovy choroby i ulcerdézni kolitidy, na zakladé

laboratornich vySetfeni, jez budou signalizovat zvySené hodnoty zanétlivych

parametru €i jen endoskopické. (35)

2.1.3.1 Farmakoterapie
Mezi hlavni skupinu IéCiv vyuzivanych pfi idiopatickych stfevnich zanétech,

zejména ulcerézni kolitidy, jsou aminosalicylaty — derivaty kyseliny
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5-aminosalicylové. Kyselina je vazana na nosi¢ nebo samostatné ve formé
tablet a podavana pacientovi. Tablety maji na sobé& specialni povrch,
jez ucinnou latku uvolnuje v zavislosti na pH travici trubice. Nevyznamnéjsimi
zastupci této skupiny jsou salfasalazin s mesalazinem. | pfes skute€nosti,
Ze se mesalazin stale vyuziva pfi léCbé Crohnovy choroby, nema takovou

schopnost remisi udrzet a tak ma vyuziti hlavné béhem IéCby ulcerdzni kolitidy.

DalSi vyuzivanou skupinou jsou probiotika. Jsou to malé nepatogenni
organismy, jez pfiznivé ovliviuji stav stfevni mikroflory. Jednim z moznych
davodd vzniku idiopatickych stfevnich zanétl muze byt porudeni rovnovahy
stfevni mikroflory, pfi které dochazi k pfemnozZeni Skodlivych bakterii.

NejCastéjSimi antibiotiky, jez se vyuZivaji pro léCbu osob se stfevnim
zanétem jsou metrodiazol, rifaximin a ciprofloxacin. Antibiotika jsou indikovana
u pacientd s Ulcerozni kolitidou pfi infekci a pfed oCekavanym operacnim
vykonem. U pacientd s Crohnovou chorobou jsou davody rGzné, avSak mezi
nejCastéjSi patfi postizeni v oblasti fitniho otvoru, lozisko v dutiné bfiSni
¢i vyskyt vnitinich pistéli. B€hem antibiotik mizZe u pacientl nastat nechutenstvi

a nutkavy pocit na zvraceni.

PFi akutnim vzplanuti choroby dochazi k podavani kortikoidu, jez maji rychlé
protizanétlivé ucinky. Pro své vedlejsi ucinky vS8ak nemmohou byt vyuzivané
pro udrzeni remise. Jednim z problému muaze byt kordikodependence,

pfi které by se aktivoval stfevni zanét jiz pfi prvnim vynechani davky.

Kordikodependence a dalSi problémy spojenymi s kortikoidy jsou divodem
k zahajeni imunosupresivni 1éCby. Ta ma za ukol potlacit obranyschopnost
a potlacit nezadouci imunitni reakce.

Zatim nejnovéjSi moznosti |éCby je léCba biologicka, ktera je indikovana
pfi rezistenci na béZznou farmakologickou IéCbu. Jde o aplikaci latek, jeZz tlumi
specificka mista se zanétlivou reakci. U idiopatickych zanétu je to predevSim
tumor necrosis factor, jez potlacuje funkci protizanétlivych bilkovin. Jejich
ucinek je i béhem dlouhodobého vyuzivani. Mezi nejvyuzivanéjSi preparaty
patfi Infliximab a Adalimumab. (35)
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2.2 Diagnostika autoimunitnich onemocnéni GIT
2.2.1 Laboratorni vySetfreni

Pfi vySetfeni krve se u pacientd s Crohnovou chorobou setkavame
s chudokrevnosti, snizenim hladiny Zeleza, zvySenim hladiny bilych krvinek
a krevnich destiCek, coz jsou hlavni pfiznaky aktivniho zanétu. U rozsahlejSiho
postizeni stfeva dochazi k porucham vstfebavani Zivin potfebnych pro télo
pacienta. To se projevuje podvyzivou s otoky a nizkou hladinou krevni

bilkoviny.

U pacientl s ulcerozni kolitidou také nalézame chudokrevnost se zvySenou
hladinou bilych krvinek a krevnich desti¢ek. V pfipadé tézSich forem
s rozsahlymi prijmy dochazi k porucham vodniho a mineralového hospodareni

téla.

Pro vylou€eni infek&niho plvodu zanétu je vhodné provést mikrobiologické
a parazitologické vySetfeni stolice. U pacientu s idiopatickymi zanéty je nutné

vyuziti nékterych zobrazovacich vySetieni. (10)

2.2.2 Endoskopické vysetreni

Endoskopické vysSetieni je obrazovaci metoda télnich dutin a dutin organu
umoznujici kromé& pohledu i odbér vzork( pro dalSi vySetfeni a odstranéni
polycl ¢i cizich téles. Patfi mezi hlavni pilife diagnostiky autoimunitnich
onemocnéni gastrointestinalniho traktu. Principem vySetfeni je zavedeni
endoskopu do vySetfovanych dutin pfirozenymi otvory, jako jsou napfiklad usta
a fitni otvor, Ci otvory uméle vytvofenymi. Ohebna hadi¢ka endoskopu
ma na konci malou kameru, jeZ ukazuje realny stav vySetfované oblasti. Obraz

je pfenasen na obrazovku odkud lékaf hodnoti nalez.

Endoskopické vySetfeni se rozdéluji v zavislosti na vySetfovaném misté.
Pro ucely této bakalafské prace se zaméfim na vybrana vySetfeni monitorujici
gastrointestinalni trakt. (13, 14, 15)
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Obrazek ¢€.1 Moznosti zavedeni endoskopu pfi vySetfeni (Zdroj:
https://infograph.venngage.com/p/66047/endoscopy)

2.2.2.1 Gastroskopie

VySetfeni travici trubice, béhem kterého Ize zjistit stav stény Zaludku
s jicnem. Cely proces je Setrny a nese jen mala rizika. Spolu s moznosti odbéru
vzorku ma vyznam v diagnostice rakoviny jicnu, zaludku, zaludeCnich viedu

a dalSich onemocnéni téchto organu. (16)

2.2.2.2 Kolonoskopie

VysSetfeni tlustého stfeva v celé délce a terminalni Casti ilea. Prohlédnuti
stén stfeva ma mimo jiné vyznam i pro diagnostiku rakoviny tlustého strfeva,
ulecerdzni kolididy €i crohnovi choroby. VySetfeni umoznuje sledovat rozsah
poSkozeni, pfitomnost komplikaci ¢&i uUspésSnost |éCby, proto je dobré
ho u nemocnych pacientd provadét periodicky. NejcastéjSim divodem

ke kolonoskopickému vysetfeni je vyskyt krve ve stolici. (17, 18, 19)

19


https://infograph.venngage.com/p/66047/endoscopy

2.2.2.3 Enteroskopie

VySetfeni tenkého stfeva, které se na rozdil od kolonoskopie €i gastroskopie
neprovadi tak ¢asto. Divodem je znacna délka a nepfistupnost tenkého stfeva
spolu s menSi frekvenci vyskytu zavaznych onemocnéni postihujicich tuto
oblast. Pfednost pfed enteroskopickym vySetfenim ma jednodussSi rentgenové

vySetfeni, magneticka rezonance Ci pocitacova tomografie. (20)

2.2.3 VysSetfeni protilatek
DalSi z moznosti je vySetieni protilatek, jez je popsané vySe v kapitole
AUTOPROTILATKY.

2.2.4 Radiologické metody
Pro radiologické metody je typické vyuziti rentgenového ¢i ionizujiciho zareni
k diagnostice onemocnéni. Rozdéleni metod je na zakladé pouzZivané metody

Ci oblasti, jez je zobrazovana. (21)

2.2.4.1 Skiagrafie

Radiologicka metoda vyuzivajici se k zobrazeni stavu kosti a jemnych tkani.

Pouziva elektromagnetické zareni, jez zaméri na konkrétni ¢ast téla. (21)

2.2.4.2 Irigografie

Irigografie je jedno z alternativnich vySetfeni ke kolonoskopii. Pfednost
tohoto vySetfeni pfed kolonoskopii muze byt zplsobeno nepfizninymi
anatomickymi zménami &i pfi nesouhlasu pacienta ke kolonoskopii. Jednéa
se o vySetfeni tlustého stfeva za vyuziti kontrastni latky. Ta se pfidava pro lepSi
vykresleni snimku. Iriografie je vhodna k zobrazeni polypu, pistéli, steatéz,

pozanétlivych a tumorosnich zmén. (21, 22)
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2.2.4.3 Enteroklyza

Vv v

Enteroklyza umozriuje zobrazeni tenkého stfeva, které je bézné dostupnymi
metodami Spatné pristupné. Endoskopicke vySetfeni tenkého stfeva je pomérné
narocné a provadi se pouze ve specializovanych pracovistich, proto

je enteroklyza vhodnéjsi metodou.

Skrz usta & nos je do pacienta zavedana hadi¢ka, ktera vede
az do dvanactniku. Poté se pfida kontrastni latka, spolu s roztokem
metylcelul6zy. Ten slouzi jako negativni kontrast. V prabéhu vysetfeni dochazi
k vytvofeni rentgenovych snimkl bficha, jez monitoruji pruchod kontrastniho
zbarveni stfevem. Tim se ziska pfehled o stavu sliznice pacienta, polypech,

nadorech a velka vytéznost je i u podezieni na Crochnovu chorobu. (22, 23)
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3 KALPROTEKTIN
3.1 Co je kalprotektin

Kalprotektin je maly protein, vazajici vapnik a zinek vazebny. Nachazi
se zejména v neutrofilnich granulocytech (az 60% vSech bilkovin v cytosolu),
méné pak v makrofazich a monocytech. Je uvolfiovan po jejich aktivaci nebo
lyze. Koncentrace je i za normalnich okolnosti mnohonasobné vyssi ve stolici,
ale mUZzeme ho detekovat i v télnich tekutinach, vcetné plazmy. Zastupuje
5% vSech bilkovin bunky a jeho obsah v neutrofilu je srovnatelny s obsahem

hemoglobinu v erytrocytech.

3.2 Hodnoty kalprotektinu ve stolici

Pfi naméfené koncentraci kalprotektinu pod 50 pg/g hodnotime vysledek

jako negativni. Tato hodnota neukazuje na zanét zazZivaciho traktu.

U hodnot nad 50 ug/g je jiz vysledek pozitivni a muze znamenat
onemocnéni zpusobené zanétem. Mezi takové patfi i idiopatické stfevni zanéty.

Vysoké hodnoty poukazuji na aktivni zanétlivé onemocnéni zazivaciho traktu.

3.3 ZvysSena hladina kalprotektinu

K vyraznému zvySeni kalprotektinu dochazi béhem zanétd. Pfi nich dochazi
ke zvySeni permeability sliznice a v dusledku toho i vyS8Si pfitomnosti
granulocytl s monocyty. Aktivace a nasledna smrt téchto bunék zpusobi vétsi
uvoliovani kalprotektinu a jeho zvySenou koncentraci ve stolici.
Je tedy velmi dobrym markerem v diagnostice a pfi monitorovani terapie
chronickych i akutnich stfevnich zanétd a do urcité miry i prediktorem relapsu
onemocnéni, mezi které patfi Crohnova choroba, ulcerdézni kolitida nebo

nekrotizujici enterokolitidy u déti.

Divodem zvySené koncentrace kalprotektinu ve stolici i zdravého stfeva
souvisi pravdépodobné s tim, ze vétSina neutrofilnich granulocytu, jez nejsou

zapojeny do obrannych pochodu, prechazi do gastrointestinalniho traktu,
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kde konéi svij Zivot. Bé&hem zaniku se opét uvolfuji biologicky aktivni
substance, mezi které patfi i kalprotektin.

Fekalni kalprotektin dokaze odolavat metabolické degradaci bakterialnimi
enzymy a stfevnimi proteazamy, proto je do stolice vyluCovan neporuseny.
Z tohoto ddvodu je idealnim markerem pro screening stfevnich zanétd.
Vhodnym testem je ELISA. (24, 25, 26)
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PRAKTICKA CAST
4 CIiL PRACE

4.1 Vyzkumné otazky

1)

2)
3)

4)

Stanovte specificity a senzitivity pro stanoveni autoprotilatek zamérenych
proti pankreatu a tlustému stfevu.

Stanovte specificity a senzitivity pro stanoveni kalprotektinu.

Stanovte specificity a senzitivity pro jednotlivé kombinace stanoveni
a porovnejte s dostupnymi doporucenimi.

Zjistéte zda stanoveni nepfimou imunofluorescenci poskytuji shodné

vysledky s nespecifickym znakem stfevniho zanétu — kalprotektinem.

24



5 STANOVEN|I KALPROTEKTINU METODOU ELISA

ELISA (z angli¢tiny enzyme-linked immuno sorbent assay) je jedna
z nejpouzivanéjSich metod v imunologii zaloZen& na vysoce specifické interakci
mezi antigenem a protilatkou. Na jedné z téchto slozek je navazan enzym,
jez katalyzuje chemickou pfeménu do smeési dodaného substratu, na barevny
produkt. Zabarveny produkt reakce je vhodny ke spektrofotometrickému

stanoveni &i stanoveni na zakladé fluorescence.

ELISA se vyuziva ke stanoveni protilatek proti ur€itému patogenu. Déle
je mozné detekovat ruzné antigeny. Pro prukaz specifickych protilatek
¢i antigenl existuje rozmanité mnozstvi variaci ELISA testu. Mezi ty patfi pfima

a nepfima ELISA a pfima sendvi€ova a nepfima sendvicova ELISA.

V komercénich testech je nejvice vyuzivana sendviCova metoda.
Nazev sendviCova proto, ze antigen je chyceny mezi dvéma protilatkami.
(27, 28)

5.1 Vyuzivany set

Pro stanoveni kalprotektinu jsem vyuzivala set fCAL™ ELISA Calprotectin
od firmy Buhlmann, coz je diagnosticky test in vitro, slouzici ke kvantitativnimu
stanoveni kalprotektinu ve stolici a posouzeni zanétu stfevni sliznice
sendviCovou metodou ELISA. Metoda muze byt vyuzita pro rozliSeni
zanétlivéeho onemocnéni gastrointestinalniho traktu od funkénich nemoci, jako
je drazdivy tracnik, u pacientl s chronickymi bolestmi v oblasti dutiny bfiSni.
(29)

5.2 Reagencie

Soucasti setu EK-CAL je mikrotitraéni desti¢ka (B-CAL-MP) potazena
monoklonalni protilatkou mAB spolu s félii na zalepeni desti¢ky. Dale v baleni
nalezneme reagencie potfebné pro analyzu, jez zahrnuje 3x 125 ml extrakéniho
pufru pro extrakci stolice, 100 ml lahvicku koncentrovaného promyvaciho
roztoku, jez je potieba zfedit s 900 ml destilované vody, 2x 125 ml inkubacniho

pufru, 5 kalibratord s rdznou koncentraci kalprotektinu v pofru v lahvi¢kach
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po 1 ml, 2 lahvicky kontrol po 1 ml s nizkou a vysokou koncentraci
kalprotektinu, 12 ml enzymového pufru, 12 ml TMB substratu a 12 ml stop
Cinidla.

Pro provedeni metody jsou dale za potfebi 10, 100 a 1000 ul pipety,
polystyrenové nebo polypropylenové zkumavky, odmérny valec potfebny
pro fedéni promyvaciho pufru, zafizeni na promyvani mikrotitraCnich desticek
a jejich tfepacku, savy papir a spektroforotmetr na méfeni koncentrace

kaplrotektinu, jez nejsou soucasti komercniho setu. (29)

Obrazek €.2: Mikrotitracni desti¢ka pro metodu ELISA (Zdroj: http://www.bio-
equip.cn/ensrc.asp?ID=2067)

5.3 Princip vySetreni

Principem je navazani na mikrotitracni destiCku, ktera je potazena
monoklonalni protilatkou mAb, specifickou pravé pro razné epitopy lidského
kalprotektinu. Do jamek v mikrotitraéni destiCce napipetujeme extrakty
z pacientova vzorku stolice, kontroly a kalibratory. Po 30 minutové inkubaci
pfi pokojové teploté a promyti pfidame detekéni protilatku konjugovanou
s kfenovou peroxidazou (HRP), jez detekuje molekuly kalprotektinu navazané
na monoklonalnich protilatkach mikrotitracni desticky. Po dalSi inkubaci
s naslednym promytim, pfi kterém se odmyji nenavazané protilatky, pfidame
substrat nasledovany stop-Cinidlem, pfi kterém se modré zbarveni vzork( zméni

na Zzluté. Zbarveni je vhodné k fotometrickému stanoveni pfi 450 nm.
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Koncentrace kalprotektinu ve vzorku je pfimo umérné enzymatické aktivité
navazanych komplexd. Findlni koncentraci odecitame z kalibracni kfivky

vytvofené z koncentraci kalibratortl a absorbanci. (29)

5.4 Postup metody

Metoda muze byt provedena 2 postupy a to v nizSim ¢i rozSifeném rozsahu
v zavislosti na ocCekavané koncentraci vzorkl. Pro hodnoty do 600 ug/g

je vhodny nizsi rozsah, pro vzorky nad 600 pg/g rozsah rozsifeny.

Pfed zaCatkem analyzy je dullezité nechat vytemperovat reagencie
na 18 — 28 °C a naredit pouze extrakty stolice. Kontroly a standardy jsou
jiz pfipravené od vyrobce k pouziti.

Postup metody v pracovnim rozmezi 10-600 pg/g vyuzivané pro ucely

vyzkumu této bakalarské prace byl nasleduijici:

1. Vpoméru 1:50 nafedime extrakty vySetfované stolice s inkubacnim
pufrem a dobfe promichame. Pouzijeme tedy 20 pl extraktu a 980 pl
pufru. PFipravené vzorky nechame 5 minut inkubovat pfi pokojove
teploté.

2. Pripravime si mikrotitracni destiCku s potfebnym podtem jamek
pro vzorky, kontroly a kalibratory. Nevyuzité stripy co nejdfive vratime
do obalu s vysousedlem.

3. 2x promyjeme jamky mikrotitracni desti¢ky s 300 pl promyvaciho pufru.
Pfi kazdém promyti musi zlstat pufr v jamkach alespori po dobu
20 sekund. Po té ho dobfe vyklepeme do savého papiru.

4. Do kazdé jamky napipetujeme po 100 ul vzdy inkubacéni pufr, kalibratory
— kazdou koncentraci vzdy po dvou jamkach, nizkou a vysokou kontrolu,
také vzdy po dvou jamkach a pacientskeé vzorky do pfislusnych jamek.

5. Mikrotitracni destiCku pfikryjeme folii ze setu a nechame inkubovat
po dobu 30 minut + maximalné 5 minut na tfepacce pfi 450 rpm
za teploty 18 — 28 °C.

6. Odstranime folii destiCky, vyprazdnime jamky a 3x propereme
promyvacim roztokem. Pouzivame 300 pl po dobu alespon 20 sekund.
Dobre vyklepeme do savého papiru.
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7. Do kazdé z jamek napipetujeme 100 ul enzymového pufru.

8. DestiCku prekryjeme folii a inkubujeme 30 minut + maximalné 5 minut
na tfepacce pfi 450 rpm za teploty 18 — 28 °C.

9. Odstranime folii desti¢ky, vyprazdnime jamky a 5x propereme
promyvacim roztokem. Pouzivame 300 pl po dobu alespon 20 sekund.
Dobfe vyklepeme do savého papiru.

10.Do kazdé z jamek napipetujeme 100 pl TMB substratu.

11.Desticku prekryjeme félii a inkubujeme 15 minut + maximalné 2 minuty
na tfepacce pfi 450 rpm za teploty 18 — 28 °C.

12.Do kazdé z jamek napipetujeme 100 pl stop Cinidla. Odstranime bubliny.

13.Do 30 minut méfime absorbanci pfi 450 nm. (29)
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6 IMUNOFLUORESCENCE

Imunofluorescence je metoda vyuzivana v laboratofich zejména k detekci
a lokalizaci antigend. Po jejich reakci mezi fluorescenéné znacenymi
protilatkami a antigenem je mozné sledovat vytvoreny imunokomplex
ve fluorescenénim mikroskopu. K detekci antigenu pfitomnych ve tkanich
a bunikach se vyuziva pfima fluorescence. K detekci autoprotilatek volné
cirkulujicich v pacientském séru se vyuziva fluorescence nepfima.
NejCastéji vyuzivanou fluorescencni protilatkou je fluoresceinizothyokyanat
(FITC). (30, 31)

6.1 Vyuzivany set

Pro stanoveni jsem vyuzivala set pankreas, tlusté stfevo IIFT (IgA - IgM)
firmy EUROIMMUN. Testovaci soupravu lze vyuzit pro kvalitativni nebo

kvantitativni in vitro stanoveni lidskych protilatek v plazmé ¢i séru. (32)

6.2 Reagencie

Soucasti setu je 10 sklicek, kazdé obsahuijici bioCip potazeny fezy pankreatu
a tlustého streva, 1,5 ml fluoresceinem znacené anti-lidské IgA (kozi), 0,1 ml
pozitvniho kontrolniho séra a 0,1 ml negativniho kontrolniho séra, 2 baleni soli
pro PBS s pH 7,2, 2x 2,0 ml Tweenu 20, 3,0 ml montovaciho média, 12 kusl(
krycich sklicek a ndvod k provedeni testu. Obsah soupravy je pro 50 stanoveni.
(32)

6.3 Princip vysetieni

Principem testu je inkubace natéru pankreatu a tlustého stfeva s nafedénym
pacientskym vzorkem. Pokud je reakce pozitivni, antigeny se navazi
na specifické IgA a IgM protilatky, jez se detekuji pomoci fluoresceinem
znaCenych anti-lidskych protilatek. Vysledky se poté odecitaji fluorescenénim
mikroskopem. Jako substraty jsou vyuzity fezy opi€iho stfeva a transferované
Hep-2 bunky. Ty obsahuji antigeny rPAg1/CUZD1 a Pag2. (32)
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6.4 Postup metody

Pro standardizovani imunologické analyzy vyvinula firma EUROIMMUN
Techniku TITERPLANE, kde se znacené protilatky Ci vzorky aplikuji na reakéni
poliCka reagencnich nosi¢l. Na nosiCe se nasledné pokladaji sklicka s bioCipy.
VSechny bioCipy pfichazeji do kontaktu s tekutinami a jednotlivé reakce zacinaji
v jeden okamzik. Kapalina je uzaviena v omezeném prostoru a proto neni
zapotfebi vyuziti vihké komulrky. Za téchto podminek je mozZné inkubovat

libovolny pocet vzorkl vedle sebe, a to za stejnych podminek.
Pred vlastni analyzou si musime pfipravit potfebné reagencie.

e Sklicka: po dosazeni pokojové teploty skli¢ek odstranime ochranny obal
a sklicko nasledné do 15 minut inkubujeme. Je-li ochranny obal
poskozen, sklicko se jiz nesmi pro diagnostiku vyuzit. Pro znaceni
vyuzivame fixu s plsténym hrotem.

e Fluoresceinem znaCena sekundarni protilatka (FITC): pfed prvnim
pouzitim je nutné pofadné promichat a nevystavovat sluneCnimu svétlu.
Konjugat je citlivy na svétlo.

e Pozitivni a negativni kontrolni séra: pfed prvnim pouzitim je potieba
fadného promichani.

e PBS-Tween: v 1 litru destilované vody rozpustime 1 baleni ,PBS*
a smichame s 2 ml Tween 20. Michame alespon 20 minut, dokud neni
homogenni.

e Reagent¢ni nosiCe: Policka reagencniho nosiCe musi byt hydrofilni
a povrch okolo hydrofobni. V pfipadé potieby je potfeme pomoci Extran
MA 01 (Merck) a pofadné proplachneme vodou.

e Protilatky tfidy IgM: pfed stanovenim specifickych protilatek tfidy IgM
je nutné odstranit z pacientskych vzorkl protilatky tfidy 1gG a tim
zabranit nechténé reakci a naslednému vzniku faleSné pozitivnich
vysledkd na IgM. Zaroven se vyvarujeme moznosti, kdy I1gG vytlac¢i IgM

z antigenu a tim vzniku fale$né IgM negativnich vysledka.
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Vlastni postup metody:

1.

Do vSech policek reagencniho nosice napipetujeme 30 pl nafedéného

vzorku, bez vzduchovych bublin.

. Inkubujeme 30 minut pfi pokojové teploté. Reakce se spusti vlioZzenim

sklicek v bioCipy do odpovidajicich drazek nosiCe. Musime zajistit,
aby doslo ke spojeni vzorku se svym bioCipem, avSak aby se vzorky
navzajem nedotykaly.

V k&dince za pomoci PBS-Tween pufru promyjeme bioCipy a ihned
ponofime alespofi na 5 minut do kyvety s PBS-Tween. Vyuzijeme
tfepacku k protrepani.

Za pomoci davkovaci pipety do vSech poli¢ek reagencniho nosice
napipetujeme 25 pl fluoresceinem znac¢eného anti-lidského globulinu.

Z kyvety vyjmeme sklicko s bioCipy. V nasledujicich 5 vtefinach je nutné
papirovym ruCnikem osusit zadni stranu sklicka a neprodlené vlozit
do drazek reagencniho nosiCe. Toto provedeme se vSemi skliCky
a nasledné inkubujeme 30 minut. Sklicka je nutné chranit pfed pfimym
slune€nim svétlem. Pro uSetfeni €asu muzeme béhem inkubace
s nafedénym vzorkem pipetovat konjugat na separatni reagencni nosice.
BioCipova sklicka oplachneme v kadince proudem PBS-Tween pufru
a vlozime alespofi na 5 minut do kyvety napinéné PBS-Tween pufrem.
Vyuzijeme tfepacku k protfepani. Pro kontrastni barveni mizeme vyuzit
10 kapek Evans Blue na kazdych 150 ml forfatového pufru.

Vlozime ustalovaci medium na kryci sklicko. Pfidame maximalné 10 ul
na reagencni policko. Z PBS-tween pufru vyjmeme jedno sklicko,
osuSime zadni sténu papirovym ruc¢nikem a stranu s bioCipy pfiloZime
na pfipravené kryci sklicko. Zkontrolujeme, je-li sklicko spravné

upevnéno v drazkach podlozniho skli¢ka. (32)

6.5 Vyhodnoceni

Pfi pozitivni reakci, jsou-li tedy pritomny protilatky proti tlustému stfevu

a pankreatu, bude obraz v celém svém rozsahu jasné fluoreskovat. Obraz bude
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stejny, jako pfi pohledu na pozitivni kontrolu. Nevykazuje-li pozitivni kontrola
specifickou fluorescenci Ci naopak negativni kontrola fluorescenci vykazuje,

nesmi se vysledek vydat a je nutné test opakovat.

Obrazek €.2 (Zdroj: Vlastni sbirky Gstavu imunologie a alergologie Fakultni nemocnice Plzeri)

Obrazek €. 3 (Zdroj: Vlastni sbirky ustavu imunologie a alergologie Fakultni nemocnice Plzer)

Obrazek €. 4 (Zdroj: Vlastni sbirky Ustavu imunologie a alergologie Fakultni nemocnice Plzen)
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Na obrazkach €. 2 a 3. muzeme vidét pozitivni reakci na protilatky proti
tlustému stfevu. Fluorescence vykazujici pfitomnost protilatek je vyznacena
c¢ervenym koleCkem. Na obrazku €. 4 vidime pozitivitu transferovanych bunék
s antigenem rPAg1/CUZD1 a Pag2. Vyuziti téchto antigent zvySuje senzitivitu a

specifitu stanoveni.

U kvalitativniho vyhodnoceni pozorujeme reakce pfi fedéni. Pokud
se vyskytne pozitivni reakce IgA pfi fedéni 1:100, ukazuje to na indikaci
Crohnovy choroby. Stejné tak tomu je u tfidy 1gG, avSak zde fedime v poméru
1:1000. Pozitivni vysledek u tfidy IgM je tehdy, jsou-li ve vzorku detekovany
i protilatky proti Saccharomyces cerevisiae tfidy IgG nebo IgA. Pokud nedojde

po fedéni k zadné reakci, je vysledek negativni.

U kvantitativnino vySetfeni sledujeme titr vzorku, pfi kterém je jesté
mozné detekovat specifickou fluorescenci. Tento vysledek je nutny hodnotit
ve srovnani s reakci vznikajici pfi pouziti ekvivalentné nafedéného negativniho
séra. (32)
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7 VYSLEDKY A STATISTICKE ZHODNOCENI

7.1 ZAakladni statistické udaje

Pro zhodnoceni bylo celkem vyuzito 100 pacientskych vzorkd bez rozdilu
véku ¢&i pohlavi, ve kterych byla stanovena koncentrace kalprotektinu.
Na zakladé vysledki nepfimé imunofluorescence bylo mozné zhodnotit
pozitivity na jednotlivych fezech pankreatu a tlustého stfeva. Po srovnani
s vysledky bylo mozné urcit spravné pozitivni a negativni a faleSné pozitivni

a negativni vysledky.

Tabulka &. 1: Cetnosti jednotlivych vysledkd pro jednotlivé metody a jejich kombinace

Pankreas + Pankreas Tlusté
Tlusté | Kalpro- | tlusté stievo strevo +
Pankreas | .. . + kalpro-
stirevo | tektin + tektin kalpro-
kalprotektin tektin
Spravné |, 19 24 18 19 22
negativni
Falesne | 5 0 6 5 2
pozitivni
Spravné | .4 35 66 67 67 66
pozitivni
Falesne | 7 41 10 9 9 10
negativni

Zdroj: Vlastni

7.2 Senzitivita

Senzitivita je ukazatelem spolehlivosti metody. Udava nam pravdépodobnost
spravné pozitivniho vysledku, za pfedpokladu nemocného pacienta. Senzitivita
nabyva hodnot od 0 do 1, pfipadn& 100%. Cim vice se hodnoty blizi maxima,
tedy 1 & 100%, tim je test spolehlivéjSi a dokaze zachytit onemocnéni.
Nevyhoda pfili§ vysoké senzitivity mGze byt ve vytvareni faleSné pozitivnich
vysledkl. Test oznadi pacienta za pozitivniho, i kdyZ u néj dana nemoc neni

pritomna.
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Hodnotu senzitivity ziskame z rovnice:

pocet skutec¢né pozitivnich

Senzitivita = (33, 34)

pocet skutec¢né pozitivnich + pocet falesné negativnich

Pro zjisténi senzitivity metod, které byly vyuzivany béhem hodnoceni vzorka,

jsem pouzila vysledky tabulky Cislo 1 a vzorcem senzitivitu vypocitala.

Tabulka €. 2: Senzitivita jednotlivych metod a jejich kombinaci

Senzitivita
Pankreas 0,3816
Tlusté stfevo 0,4605
Kalprotektin 0,8684
Pankreas + tlusté strevo + kalprotektin 0,8816
Pankreas + kalprotektin 0,8816
Tlusté strevo + kalprotektin 0,8684

Zdroj: Vlastni

7.3 Specificita

Specificita nam ukazuje spravnou negativitu u pacientll bez onemocnéni.
Stejné jako senzitivita nabyva hodnot od 0 do 1, pfipadné 100%. Cim vyssi
hodnotu dostaneme, tim spravnéjsi test je a mame tim méné faledné pozitivnich
nalezl. AvSak u pfili§ vysoké specificity mize nastat problém vyskytu faleSné
negativnich vysledkd u pacientl, u kterych se nevyskytuji vdechny symptomy

nemoci a tudiz je test oznaci jako zdravé pacienty, i kdyz jsou nemocni. (35)

Hodnoty specifity ziskame z rovnice:

pocet skutecné negativnich (

Specifita = 36)

pocet skute¢né negativnich + pocet falesné pozitivnich

Pro zjisténi senzitivity metod, které byly vyuzivany béhem hodnoceni vzorkd,

jsem pouzila vysledky tabulky Cislo 2 a vzorcem senzitivitu vypocitala.
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Tabulka €. 3: Specifita jednotlivych metod a jejich kombinaci

Specificita
Pankreas 0,9167
Tlusté strevo 0,7917
Kalprotektin 1,0000
Pankreas + tlusté stirevo + kalprotektin 0,7500
Pankreas + kalprotektin 0,7917
Tlusté strevo + kalprotektin 0,9167

Zdroj: Vlastni

7.4 Porovnani vysledku senzitivity a specifity

Na zakladé vysledku senzitivity a specifity bylo mozné zhodnotit, ktera
metoda Ci kombinace metod je nejvhodnéjSi pro diagnostiku autoimunitnich
onemocnéni. Pro vybrani nejlepSi metody bylo zapotfebi vybrat nevyssi
kombinaci vysledku specificity se senzitivitou. V pfipadé, Ze by se vybiralo
pouze na zakladé jednoho z téchto kritérii, vysledky by byly nepfesné a mohlo

by dojit k vyskytu faleSné pozitivnich Ci faleSné negativnich vysledku testu.
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8 TEST DOBRE SHODY

Pro porovnani vzajemnych vztahd vysledkl, ziskanych nepfimou
imunoflorescenci a metodou ELISA, jsme vyuzili test dobré shody neboli

chi kvadrat.

Test dobré shody je statisticka metoda zaloZzena na zjisténi rozdilu mezi
pozorovanymi hodnotami (zjisténymi) a hodnotami nami ocekavanymi
(kalkulovanymi). Test dobré shody nam umoznuje ovéfit shodu teoretického

modelu od skutec¢ného.

Chi kvadrat jsme wvyuzivali na porovnani riznych vztahU mezi
kalprotektinem, tlustym stfevem a pankreatem. Vysledky byly nasledujici:
pfi porovnani kalprotektinu s pankreatem nebyly vysledky statisticky vyznamné.
Vztah neni na sobé zavisly, vysledky nekoreluji. DalSim porovnavanym
byl kaplrotektin s tlustym stfevem, ale ani v tomto pfipadé se nepodafilo zjistit
zavislost. Zména nastala u porovnani kalprotektinu vici kombinaci tlusté stfevo
s pankreatem, u kterych bylo zjiSténo, Ze urcita zavislost mezi jednotlivymi
hodnotami existuje. Ke stejnému vysledku doSlo poté i u tlustého streva

a pankreatu. | zde byly na sobé& hodnoty zavislé.
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9 DISKUZE

Cilem vyzkumu bylo stanovit specifitu a senzitivitu metod pro stanoveni
autoprotilatek zaméfenych proti pankreatu a tlustému stfevu a metody
proti kalprotektinu, jakozto markeru zanétlivého stfevniho onemocnéni. Dale
pak zjistit, kterA metoda ¢&i kombinace metod jsou nejvhodnéjSim ukazatelem

autoimunitniho onemocnéni gastrointestinalniho traktu.

Pro vyzkum bylo vyuzito sto vzorkd rdznych pacientd Fakultni nemocnice
Plzen, ktefi byli vybrani bez ohledu na vék €i pohlavi. Po zpracovani vzorku
metodou ELISA a nepfimou fluorescenci se hodnotila senzitivita
a specifita jednotlivych autoprotilatek. NejvySSi senzitivita se ukazala
na metodach v kombinaci pankreas s kalprotektinem a pankreas
s kalprotektinem a tlustym stfevem, jez byla témér 87%. NejvysSi specifita pak
nastala u citlivosti na kalprotektin a to rovnych 100%. DalS$i v pofadi, s témér
92% bylo stanoveni v kombinaci kalprotektin s tlustym stfevem. Podobnym
vyzkumem na citlivost metod kalprotektinu se zabyval i Puos-Serranoa kol.,
u kterého se senzitivita se specifitou pohybovala v rozmezi 80 — 85%. Rozdilné
hodnoty mezi jednotlivymi vyzkumy muze byt zplsobena cut-off hladinou
V pfipadé naseho vyzkumu byla hladina 50 pg/g, kdezto Puos-Serrano (36)
vyuzival cut-off = 170 pg/g.

V dalSi Casti se zjiStovalo, zdali se pfi vyuziti nepfimé fluorometrie vysledky
shoduji s nespecifickym znakem  stfedniho zanétu  kalprotektinem.
U porovnani zavislosti kalprotektinu s pankreatem a zavislosti kalprotektinu
s tlustym stfevem se nepodafilo najit shodu. Metody jsou na sobé nezavislé.
Tato skuteCnost mlUze byt zplsobena nizkou specifitou pankreasu s tlustym
stfevem ale vysokou u kalprotektinu. Dal§i ze zkoumanych byl kalprotektin vaci
kombinaci tlusté stfevo a pankreas. V tomto pfipadé se jiz podafilo nalézt shodu
a vysledky jsou na sobé zavislé. To muze byt vyuzitim nepfimé fluorescence,
ktera zvySuje specifitu a senzitivitu u tlustého stfeva s pankreatem a diky tomu
se hodnoty blizi hodnotam kalprotektinu. Poslednim hodnocenym parametrem
byla zavislost tlustého stfeva a pankreatu, u kterého se podafila naleznout
shoda. Jednd se o metody na detekci zanétu a proto vtomto prFipadé

dostavame podobné vysledky.
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Na zakladé zjisténych senzitivit a specifit u jednotlivych metod
a vzdjemnych zavislosti, navrhujeme pro laboratorni diagnostiku stfevnich

zanétl vyuzivani metody v kombinaci kalprotektin, tlusté stfevo a pankreas.
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ZAVER

Hlavnim tématem této prace bylo zjiSténi senzitivit, specifit a korelaci
u laboratornich vySetfovacich metod vyuzivanych k diagnostice autoimunitnich
onemocnéni gastrointestinalniho traktu. ZacCatek teoretické casti prace byl
zaméfeny na jednotliva onemocnéni s moznostmi vySetfeni a IéCbou.
V praktické ¢asti doSlo k vytyCeni cild prace, kterymi bylo zjisténi specificity
a senzitivity pro stanoveni autoprotilatek zamérenych proti pankreatu a tlustému
stfevu, pro stanoveni kalprotektinu a nasledné jednotlivé kombinace téchto
metod. Z vysledku vyplyva, Ze nejcitlivéjSi metodou je kombinace kaplrotektin,

tlusté stfevo a pankreas.

Dale jsme se zaméfili na vzajemné zavislosti vysledkd metod, které jsme
zjiStovali za vyuziti testu dobré shody. Zde nam vysla zavislost kombinaci
metod tlusté stfevo a pankreat. Dale jsme zjistili zavislost mezi metodou
kalprotektin a kombinaci metod nepfima fluorescence tlusté stfevo

a nepfima fluorescence pankreat.

Vzhledem k vysledkim se domnivame, Ze nejlepSi postup z laboratorniho
pohledu ke spravné diagnostice autoimunitnich onemocnéni astrointestinalniho

traktu je kombinace metod kalprotektin, tlusté stfevo a pankreas.

40



ZDROJE

1.

BARTUNKOVA Jifina, Terezie FUCIKOVA a Zuzana HUMLOVA. Labora
torni diagnostika v imunologii. In ZIMA, Tomas. Laboratorni
diagnostika. 3. vydani. Praha : Galén, 2013. 1146 s. ISBN 978-80-7492-
062-2

Autoprotilatka. Velky lékarsky slovnik [online]. Maxdorf, 2017 [cit. 2016-
11-06]. Dostupné z: http://lekarske.slovniky.cz/lexikon-
pojem/autoprotilatka-6

TEPLAN, Vladimir. Prakticka nefrologie. 2., zcela pfeprac. a dopl. vyd.
Praha: Grada, 2006. ISBN 80-247-1122-2.

Anti-neutrophil cytoplasmic antibodies in ulcerative colitis. Comparison
with other colitides/diarrheal illnesses. NCBI [online]. Rockville Pike,
USA: National Center for Biotechnology Information, U.S. National
Library of Medicine [cit. 2017-03-18]. Dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2019365

Evaluation of serological markers to differentiate between ulcerative
colitis and Crohn's disease: pANCA, ASCA and agglutinating antibodies
to anaerobic coccoid rods. [online]. 8600 Rockville Pike, Bethesda MD,
20894 USA: U.S. National Library of Medicine, 2002 [cit. 2017-03-30].
Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2019365
Anti-saccharomyces cerevisiae antibodies (ASCA), phenotypes of IBD,
and intestinal permeability: a study in IBD families. [online]. 8600
Rockville Pike, Bethesda MD, 20894 USA: U.S. National Library of
Medicine, 2002 [cit. 2017-12-20]. Dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2019365

A prospective comparative study of ASCA and pANCA in chinese and
caucasian IBD patients. [online]. 8600 Rockville Pike, Bethesda MD,
20894 USA: U.S. National Library of Medicine, 2001 [cit. 2016-12-20].
Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11233666

HOREJSI, Vaclav. Zaklady imunologie. 5. vyd. Praha: Triton, 2013. ISBN
978-80-7387-713-2.

. LUKAS, K. et al.: Idiopatické strevni zanéty. Praha: Triton, 1997, ISBN

80-85875-31-4.


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Speci%C3%A1ln%C3%AD:Zdroje_knih/9788074920622
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Speci%C3%A1ln%C3%AD:Zdroje_knih/9788074920622
https://l.facebook.com/l.php?u=http%3A%2F%2Flekarske.slovniky.cz%2Flexikon-pojem%2Fautoprotilatka-6&h=ATM7YrT1nwO6DAY_mH91yriCP1TP2Qkl9TktEdrAkRGd66P6eTH__V4MNvBzN_vZ604RYsMhb9j0zWCclSfhepClop9G41jSvWneOju32R1DD20NuLtYNmdQdJALxTiAL9FxWg
https://l.facebook.com/l.php?u=http%3A%2F%2Flekarske.slovniky.cz%2Flexikon-pojem%2Fautoprotilatka-6&h=ATM7YrT1nwO6DAY_mH91yriCP1TP2Qkl9TktEdrAkRGd66P6eTH__V4MNvBzN_vZ604RYsMhb9j0zWCclSfhepClop9G41jSvWneOju32R1DD20NuLtYNmdQdJALxTiAL9FxWg
https://l.facebook.com/l.php?u=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F2019365&h=ATM7YrT1nwO6DAY_mH91yriCP1TP2Qkl9TktEdrAkRGd66P6eTH__V4MNvBzN_vZ604RYsMhb9j0zWCclSfhepClop9G41jSvWneOju32R1DD20NuLtYNmdQdJALxTiAL9FxWg
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2019365
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11233666

10.KOHOUT, Pavel a Jaroslava PAVLICKOVA. Crohnova choroba,
ulcerdzni kolitida. Praha: Forsapi, c2006. Rady Iékafe, pruvodce dietou.
ISBN 80-903820-0-2.

11.SUMMERS, R. W.; ELLIOTT, D. E.; URBAN, J. F., et al. Trichuris
suis therapy in Crohn's disease. Gut. 2005, ro€. 54, Cis. 1, s. 87—
90. PMID 15591509

12.KLENER, Pavel. Vnitini Iékarstvi. Praha : Galén ; Karolinum,
2006. ISBN 80-7262-430-X. S. 601.

13.Endoskopie [online]. 2001 [cit. 2017-02-10]. Dostupné z:
http://cust.sweb.cz/fmm/endoskop.htm. Semestralni prace z pfedmétu
Fyzikalni metody v mediciné.

14.KEIL, Radan a kol. Vybrané kapitoly z gastroenterologie. 1.vyd. Praha :
Karolinum, 2012. 86s. ISBN 978-80-246-1970-5

15.LATA, Jan et al. 2010. Gastroenterologie. 1.vyd. Praha : Galén, 2010.
256s. ISBN 978-80- 7262-692-2.

16. STEFANEK, Jifi. Medicina, nemoci, studium na 1. LF UK [online].
Dostupné z: http://www.stefajir.cz.

17. Stfevni-zanéty.cz. Kolonoskopie [online]. [cit. 2017-03-1]. Dostupné z:
http://www.strevni-zanety.cz/virtualni-kolonoskopie

18. Koloskopické vySetfeni. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San
Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 20016 [cit. 2017-03-15].
Dostupné z:
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Koloskopické vySetfeni&oldid=
359461

19. Enteroskopie. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San
Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2014 [cit. 2017-01-02]. Dostupné
z:
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Enteroskopie&oldid=11198529

20.Radiologie. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco
(CA): Wikimedia Foundation, 2016 [cit. 2017-01-02]. Dostupné z:
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Radiologie&oldid=14418627

21.Diagnostické zobrazovaci metody pfi vySetfeni zaZivaciho traktu.
In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA):
Wikimedia Foundation, 2016 [cit. 2017-01-02]. Dostupné z:


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15591509?dopt=Abstract
https://cs.wikipedia.org/wiki/International_Standard_Book_Number
https://cs.wikipedia.org/wiki/Speci%C3%A1ln%C3%AD:Zdroje_knih/80-7262-430-X
http://www.stefajir.cz/
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Koloskopické_vyšetření&oldid=359461
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Koloskopické_vyšetření&oldid=359461
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Enteroskopie&oldid=11198529
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Radiologie&oldid=14418627

http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Diagnostick%C3%A9_zobrazov
ac%C3%AD_metody p%C5%99i vy%C5%A1et%C5%99en%C3%AD_z
a%C5%BE%C3%ADvac%C3%ADho_traktu&oldid=342025
Enteroklyza. Medicina, nemoci, studium na 1. LF UK [online]. 2011
Copyright © 2011 MUDr. Jifi Stéfanek [cit. 2017-02-25]. Dostupné z:
http://lwww.stefajir.cz/?q=enteroklyza

22.Kalprotektin [online]. Karlovy Vary, 2013, 2013(30), 2 [cit. 2017-03-30].
DOI: Kalprotektin. Dostupné z: http://www.sanglab.cz/media/laboratorni-
listy/laboratorni_listy 2013/lab.%20listy _1330_Kalprotektin.pdf

23.Kalprotektin ve stolici: Kalprotektin. Institut Klinické a Experimentalni
Mediciny [online]. © Institut Klinické a experimentalni mediciny 2015 -
2017, 2017 [cit. 2017-03-10]. Dostupné z:
https://wwwz2.ikem.cz/plm_Ip/_LP_17246-L0000006.htm

24. A novel sol particle immunoassay for fecal calprotectin in inflammatory
bowel disease patients. Medicina, nemoci, studium na 1. LF UK [online].
8600 Rockville Pike, Bethesda MD, 20894 USA: National Center for
Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine, 2016 [cit.
2017-03-14]. Dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26908083

25.ELISA. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA):
Wikimedia Foundation, 2016 [cit. 2017-03-10]. Dostupné z:
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=ELISA&oldid=14497365

26.SCHNEIDERKA, Petr, et al. Kapitoly z klinické biochemie 2. vydani.
Praha: Karolinum, 2004. ISBN 80-246-0678-X.

27.BUHLMANN. Bithimann fCAL ELISA Calprotektin. Schénenbuch:
Bidhlmann Laboratories AG, 2014.

28. Datovy standard MZCR [online]. Dostupné
z: http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/cd/hypertext/ILABS.htm

29.Fakultni nemocnice Hradec Kralové: Fingerlanduv tstav
patologie [online]. Hradec Kréalové, 2011 [cit. 2017-03-14]. Dostupné z:
https://lwww.fnhk.cz/fingerland/aktivity-

ustavu/diagnostika/imunofluorescence


http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Diagnostick%C3%A9_zobrazovac%C3%AD_metody_p%C5%99i_vy%C5%A1et%C5%99en%C3%AD_za%C5%BE%C3%ADvac%C3%ADho_traktu&oldid=342025
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Diagnostick%C3%A9_zobrazovac%C3%AD_metody_p%C5%99i_vy%C5%A1et%C5%99en%C3%AD_za%C5%BE%C3%ADvac%C3%ADho_traktu&oldid=342025
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Diagnostick%C3%A9_zobrazovac%C3%AD_metody_p%C5%99i_vy%C5%A1et%C5%99en%C3%AD_za%C5%BE%C3%ADvac%C3%ADho_traktu&oldid=342025
https://l.facebook.com/l.php?u=http%3A%2F%2Fwww.sanglab.cz%2Fmedia%2Flaboratorni-listy%2Flaboratorni_listy_2013%2Flab.%2520listy_1330_Kalprotektin.pdf&h=ATM7YrT1nwO6DAY_mH91yriCP1TP2Qkl9TktEdrAkRGd66P6eTH__V4MNvBzN_vZ604RYsMhb9j0zWCclSfhepClop9G41jSvWneOju32R1DD20NuLtYNmdQdJALxTiAL9FxWg
https://l.facebook.com/l.php?u=http%3A%2F%2Fwww.sanglab.cz%2Fmedia%2Flaboratorni-listy%2Flaboratorni_listy_2013%2Flab.%2520listy_1330_Kalprotektin.pdf&h=ATM7YrT1nwO6DAY_mH91yriCP1TP2Qkl9TktEdrAkRGd66P6eTH__V4MNvBzN_vZ604RYsMhb9j0zWCclSfhepClop9G41jSvWneOju32R1DD20NuLtYNmdQdJALxTiAL9FxWg
https://l.facebook.com/l.php?u=https%3A%2F%2Fwww2.ikem.cz%2Fplm_lp%2F_LP_17246-L0000006.htm&h=ATM7YrT1nwO6DAY_mH91yriCP1TP2Qkl9TktEdrAkRGd66P6eTH__V4MNvBzN_vZ604RYsMhb9j0zWCclSfhepClop9G41jSvWneOju32R1DD20NuLtYNmdQdJALxTiAL9FxWg
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Speci%C3%A1ln%C3%AD:Zdroje_knih/802460678X
http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/cd/hypertext/ILABS.htm

30.EUROIMMUN. CIBD Mosaic Instruction for the indirect
immunofluorescence test. Libeck: EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, 2016

31.Senzitivita testu. WikiSkripta [online]. 2008- [cit. 2017-03-11]. ISSN
18046517. Dostupné z:
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Senzitivita_testu&oldid=310995

32.Senzitivita. Zdravotnictvi: V8e, co student potfebuje védét [online]. CR:
Zdravotnictvi, 2017 [cit. 2016-12-30]. Dostupné z:
http://zdravotnictvi.studentske.cz/2008/08/senzitivita.html

33.(ZACATECNICI) Co pfesné znamena Senzitivita a
Specificita? KARDIOLOG [online]. 2013 [cit. 2016-12-30]. Dostupné z:
http://kardioblogie.blogspot.cz/2012/09/zacatecnici-co-presne-
znamena.htmi

34. Specificita testu. WikiSkripta [online]. 2008- [cit. 2016-12-30]. ISSN
18046517. Dostupné z:
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Specificita_testu&oldid=337869

35.Crohnova choroba a ulcerézni kolitida [online]. Praha, 2010, [cit. 2017-
01-30]. DOI: Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida. Dostupné z:
http://www.crohn.cz/wp-content/uploads/2013/10/brozura_dospeli_2.pdf

36. Correlation between fecal calprotectin and inflammation in the surgical
specimen of Crohn's disease. Journal of surgical research [online].
Elsevier, 2017 [cit. 2017-03-10]. Dostupné z:

http://www.journalofsurgicalresearch.com/


http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Senzitivita_testu&oldid=310995
https://l.facebook.com/l.php?u=http%3A%2F%2Fzdravotnictvi.studentske.cz%2F2008%2F08%2Fsenzitivita.html&h=ATM7YrT1nwO6DAY_mH91yriCP1TP2Qkl9TktEdrAkRGd66P6eTH__V4MNvBzN_vZ604RYsMhb9j0zWCclSfhepClop9G41jSvWneOju32R1DD20NuLtYNmdQdJALxTiAL9FxWg
http://kardioblogie.blogspot.cz/2012/09/zacatecnici-co-presne-znamena.html
http://kardioblogie.blogspot.cz/2012/09/zacatecnici-co-presne-znamena.html
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Specificita_testu&oldid=337869
http://www.crohn.cz/wp-content/uploads/2013/10/brozura_dospeli_2.pdf

SEZNAM ZKRATEK

GIT - Gastrointestinalni trakt

ASCA - Anti-Saccharomyces cerevisiae antibody
ANCA - Anti-neutrophilcytoplasmicantibody
ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
IgG — Imunoglobulin G

IgM - Imunoglobulin M

Tc — Cytotoxicky T-lymfocit

Thl — Pomocny T-lymfocit

mAb — monoklonalni protilatka

FITC - fluoresceinizothyokyanat
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