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UVvOoD

Infekéni nemoci a s nimi spojené septické stavy piedstavuji vyznamné riziko
ohrozeni Zivota pacienta. Pfi tézkych septickych stavech hraje vyznamnou roli cas.
Vcasna diagnostika téchto stavii a odhaleni etiologického agens vede ke spravnému
nastaveni a zahdjeni lécby. Lékat provadi diagnostiku onemocnéni na zdkladé
klinického vySetfeni pacienta a na zdkladé¢ vysledkti laboratornich vySetfeni.
Diplomova priace se zabyva vyznamem standardniho laboratorniho vysetieni
V hematologické laboratofi oddéleni klinické hematologie ve Fakultni nemocnici v

Motole pro diagnostiku infekénich nemoci.

V diplomové préci jsou stanoveny dva cile:

Prvnim cilem je navrZeni optimalni spoluprace mezi urgentnim piijmem pro déti
a dorost a urgentnim piijmem pro dospélé shematologickou laboratofi v oblasti
diagnostiky infek¢nich nemoci.

Druhym cilem je ovéfeni vhodnosti implementace parametru Intensive Care

Infection Score (ICIS) do laboratorniho provozu hematologické laboratoie

Teoreticka cast diplomové prace je rozdelena do dvou €asti. V prvni je uvedeno
geografické vymezeni nékterych infekénich nemoci, ve druhé c¢asti jsou pak
sumarizovany hematologické zmény u téchto infeket.

Vybér infekénich nemoci, o kterych bude pojednano, vychézi z mého pracovniho

pusobeni v hematologické laboratofi ve Fakultni nemocnici v Motole.



CiL PRACE A RESERSNI STRATEGIE

V diplomové préci jsou stanoveny dva cile:

Prvnim cilem je navrzeni optimdlni spoluprace mezi urgentnim pifijmem pro déti a
dorost a urgentnim pfijmem pro dospélé s hematologickou laboratofi v oblasti
diagnostiky infek¢nich nemoci pomoci telefonického hlaseni morfologickych nalezi
pti vySetieni periferni krve.

Vyzkumna otazka: ,,je efektivné nastavena spoluprace hematologické laboratoie
a urgentniho pfijmu pro déti a dorost a urgentniho ptijmu pro dospélé pii dodrzovani
doporuceni stanovenych Ceskou hematologickou spole¢nosti Jana Evangelisty
Purkyné (CHS JEP) pro diagnostiku infekénich nemoci? «

Druhym cilem je ovéfeni vhodnosti implementace parametru Intensive Care
Infection Score (ICIS) do laboratorniho provozu hematologické laboratote. Parametr
ICIS slouzi k odliSeni systémové zanétlivé reakce infekéni povahy od neinfekéni
povahy.

Vyzkumna otazka: ,,je parametr ICIS statisticky vyznamny pro stanoveni bakterialniho

pivodu infek¢éni nemoci pacienta?*

Kli¢ova slova CIJ: virocyty, hematologické analyzatory, Sysmex, iRBC, detekce

malérie, plasmodium, ICIS, bakteridlni infekce

Klicova slova v anglickém jazyce: virocytes, hematology analyzers, Sysmex, iRBC,

malaria detection, plasmodium, ICIS, bacterial infection
Jazyk: angli¢tina
Obdobi: x — 2020

Databaze: Google scholar, EBSCO, Web of Science



Google scholar x — 2020

Pro kli¢ova slova ,,hematology analyzers AND malaria detection* 6680 ¢lankt

Pro klicova slova ,,Sysmex AND malaria detection* 3020 clankt

Pro klicova slova ,,plasmodium AND Sysmex* 1620 ¢lanka

Pro klicova slova ,,iRBC AND Sysmex“ 50 ¢lankt

Pro kli¢ova slova ,,ICIS AND Sysmex* 66 ¢lanki

Pro klicova slova ,,ICIS AND Sysmex AND bacterial infection* 149 ¢lankt

EBSCO x - 2020

Pro kli¢ova slova ,,iRBC AND Sysmex* 0 ¢lankt

Pro klicova slova ,,hematology analyzers AND malaria detection* 0 ¢lanki
Pro kli¢ova slova ,,Sysmex AND malaria detection* 0 ¢lankt

Pro klicova slova ,,plasmodium AND Sysmex‘ 0 ¢lank

Pro kli¢ova slova ,,ICIS AND Sysmex“ 0 ¢lankt

Pro klicova slova ,,ICIS AND Sysmex AND bacterial infection* 0 ¢lank

Web of Science x — 2020

Pro klicova slova ,,iRBC AND Sysmex* 0 ¢lankt

Pro kli¢ova slova ,,hematology analyzers AND malaria detection” 32 ¢lankt
Pro klicova slova ,,Sysmex AND malaria detection 13 ¢lankt

Pro kli¢ova slova ,,plasmodium AND Sysmex“ 5 ¢lank

Pro kli¢ova slova ,,ICIS AND Sysmex“ 0 ¢lanka

Pro klicova slova ,,ICIS AND Sysmex AND bacterial infection* 0 ¢lankt
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| TEORETICKA CAST

1 GEOGRAFICKE VYMEZENI VYBRANYCH
INFEKCNICH NEMOCI

Nize uvedené infekéni nemoci jsou rozd€leny podle pivodce na tii skupiny —

virové, bakterialni a parazitarni nemoci.

1.1 Virovi puvodci

Viry patii mezi nejmensi organismy. Velikost virové cCastice se pohybuje
vrozmezi 10-300 nm vV zavislosti na druhu viru (Benes, 2011). Mohou tvofit
jednoduché malé struktury, napiiklad parvovirus nebo velké slozité komplexy-
herpetické viry. Viry jsou pifimo zavislé na hostitelskych buiikach, protoze nemaji
vlastni metabolismus. Stavba virové Castice je jednoducha. Zakladem je nukleova
kyselina. Viry mohou obsahovat deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) nebo
ribonukleovou kyselinu (RNA). Podle piitomnosti nukleové kyseliny lze je délit na
DNA ¢i RNA viry. Nukleova kyselina je kryta proteinovym plastém. Viry obsahujici
DNA jsou spojovany s lidskym onemocnénim. DNA viry zahrnuji Sest virovych rodin,
RNA viry tfinact skupin. Vétsina vira disponuje kapsidou, ktera se sklada z proteint
nazyvanych kapsomery (Murray, 1990). Pocet kapsomer se li§i podle riznych
virovych rodin. Prostor uvnitf kapsidy je oznacovan jako dfen (Benes, 2011). Na
kapsidu muze nasedat obal, ktery pochazi z membrany hostitelské bunky, napiiklad u
myxovirt, Z jaderné membrany u herpetickych vird ¢ vzacné z membrany
cytoplazmatického retikula u arenavird (Bene$, 2011). Mezi kapsidou a obalem se
nachazeji M-proteiny, které umoziuji virové castici ukotveni na hostitelské butice
s naslednym proniknutim do bunky. Citlivost napadeni buniky virem je spojena s
pojmy vnimavost a permisivita. Vnimavost je vlastnost viru, kdy je schopny
hostitelskou buniku napadnou. Tato schopnost je determinovana pfitomnosti
specifickych receptorti na povrchu hostitelské bunky, kde se virus navaze a nasledné

dojde k priuniku do bunky. Permisivita oznacuje schopnost viru vyuzit hostitelskou
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buiiku pro sviij replikacni cyklus. Pokud je buiikka k viru vnimava, avSak neni
permisivni, dojde k napadeni bunky, ale virus neni schopny replikace. V pfipadé
latentnich infekci dojde k napadeni vnimavé nepermisivni buiiky, virus miize v buiice
dlouhou dobu pfetrvavat. Néasledné dochdzi ke zmén€ bunky z nepermisivni na
permisivni a virus je schopny replikace, naptiklad u herpetickych virti (Benes, 2011).
Nazvoslovi virt je odvozovano na zakladé jejich zékladnich charakteristik, struktury,

cilové tkané nebo oblasti, kde byli poprvé identifikovany (Murray, 1990).

1.1.1 Spalnic¢ky

Puvodce spalni¢ek je RNA virus rodu Morbillivirus z ¢eledi Paramyxoviridae.
Vyvolava vysoce nakazlivé infekéni exantémové onemocnéni, které patii k
nejnakazlivéjsim pfenosnym infekénim onemocnénim.

Nemoc probiha ve dvou stadiich. Prvni je prodromalni stadium, za kterym
nasleduje stadium exantémové. Prodromalni stddium trva pfiblizn€ 4 dny, je provazené
vzestupem teploty, rymou, kaslem a zanétem spojivek. V exantémovém stadiu vznika
exantém v oblasti usi a zatylku, nasledné dochazi k Sifeni do obli¢ejové Casti, nakonec
postihne trup a koncetiny. Pacient ma charakteristicky vzhled ,,uplakaného ditéte*
nazyvaného facies morbilosa (Provaznik, 1996). Pfed objevenim exantému jsou patrné
na bukalni sliznici Koplikovy skvrny (Benes, 2011). V krevnim obraze pacienta je
leukopenie, pozdé&ji provazena lymfocytozou (Provaznik, 1996).

Mezi mozZné komplikace onemocnéni patii sekundarni bakteridlni infekce,
naptiklad bronchopneumonie, otitidy aj. Primarni komplikace vyvolané pfimo virem
zahrnuji naptiklad intersticialni pneumonie, laryngitidu a encefalitidy (Benes, 2011),
zanéty spojivek a drobnych cév (Murray, 1990). Nejcastéji se vyskytuji u déti do 3 let
a u dospélych (Provaznik, 1996).

Diagnostika onemocnéni je zaloZzena na klinickém obraze onemocnéni a
epidemiologické anamnéze. Laboratorné mizeme stanovit specifické spalnickové IgM
protilatky nebo signifikantni vzestup IgG protilatek mezi akutnim a rekonvalescentnim
sérem. Virus lze izolovat z krve, spojivek, nosohltanu a moce s naslednou kultivaci na
tkanovych kulturach (Provaznik, 1996).

Pied zatatkem pravidelného o¢kovani bylo na uzemi Ceskoslovenské republiky

hlaseno okolo 50 000 pi#ipadd ro¢né, které byly provazené z 15 % komplikacemi, a
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smrtnost se pohybovala mezi 0,1-0,2 %. Promoienost populace ve skupiné déti do 15.
roku véku byla 90 %. V souvislosti se zavedenim pravidelného o¢kovani dochazelo ke
vzestupu kolektivni imunity, v roce 1994 bylo hlaseno v Ceské republice (CR) 9
ptipadd, vroce 1995 jiz jen 5 piipadt (Provaznik, 1996). V roce 2014 doslo ke
vzplanuti epidemie spalni¢ek, CR piisla o status zemé bez vyskytu tohoto onemocnéni.
Trend onemocnéni spalni¢kami v CR je uveden v grafu 1 (SZU, Praha, 2019).
Zdrojem néakazy je nemocny clovék. Obdobi nakazlivosti zacind pred
prodromalnim stddiem onemocnéni, ve kterém dosahuje svého vrcholu a trva  4-5
dni po vysevu exantému. K pfenosu viru dochazi ptimou cestou, pomoci kapénkového
pfenosu pies sliznici spojivek nebo sliznici respiraéniho traktu. Vzacné mize dojit
Kk pfenosu nepiimou cestou pomoci predméti pottisnénymi sekrety (Provaznik, 1996).
Virus napadd makrofagy, kterymi se §ifi do lymfatickych tkani. V lymfatické tkani
vlivem pisobeni viru dochazi ke vzniku Warthinovych-Finkledeyovych
polynuklearnich bunc¢k (Bene§, 2011). Inkubaéni doba do vysevu exantému se
pohybuje okolo 14 dni. Po prodélani infekce je navozena dozivotni imunita.
Epidemiologickd opatteni preventivni. Nejlepsi prevenci proti onemocnéni je
o¢kovani. Na uzemi Ceskoslovenské republiky za¢alo oékovani v roce 1969 oslabenou
vakcinou. Jiz v roce 1982 byla v Ceskoslovenské republice infekce eliminovana. Dnes
probiha o¢kovani dle vyhlasky ¢. 537/2006 Sb., ve znéni pozdéjsich piedpist (verze
6). Kockovani se vyuziva zivé atenuované vakciny. Ockovani probiha ve dvou
davkach. Prvni davka se aplikuje od 13. mésice do 18. mésice. Druha davka se
aplikuje od 5. do 6. roku véku ditéte (vyhlaska ¢. 537/2006 Sb., ve znéni pozdéjsich
predpist (verze 6). Mezi represivni opatieni Se fadi hlaseni onemocnéni, domaci
karanténni opatieni u pacientll bez klinickych obtizi 7 dni od vysevu exantému,
I€katsky dohled v predskolnich zatizeni po dobu 18 dni od vytazeni nemocného ditéte

a imunizace kontaktt (Provaznik, 1996).
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Graf 1: Trend onemocnéni spalni¢kami v CSR a CR v letech 1955-2018 (zdroj: SZU)

1.1.2 Horecka dengue

Pivodcem horecky dengue jsou Ctyfi sérotypy viru dengue, ktery patii do rodu
Flavivirus. Jedna se o celosvétoveé nejvice rozsifenou arbovirézu. Roéné onemocni az
100 milioni lidi a 10-20 tisic lidi nemoci podlehne.

V CR bylo v letech 2012-2019 diagnostikovano 37 onemocnéni importovanych
nejéastdji z Thajska, Indonésie a Nepalu (Infekce v CR — ISIN). Zdrojem nékazy je
¢lovék ve stadiu virémie, ktera vznikd kratce pred zacdtkem onemocnéni a trva 4-6
dni. Nakazu prenaseji komari rodu Aedes. Mnozi se v nadobach na vodu, vodnich
stokach atd. Saji opakované pfedev§im ve dne. Onemocnéni se vyskytuje v oblastech
tropli a subtropit vSech kontinentl s vyjimkou Evropy, nékterych oblasti Afriky a
Madagaskaru. V hyperendemickych oblastech se mezi obyvatelstvem §iii soucasné
vice sérotypu viru. Po ndkaze vznikd typové specifickd imunita — onemocnéni jednim
sérotypem nechrani pied ndkazou jinym typem viru.

Inkubacni doba ma rozmezi 3-14 dnt, kolisa mezi 4-7 dny. AZ 80 % nékaz

probéhne inaparentné.
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Onemocnéni ma dveé formy:

1. Benigni forma — nekomplikovana horecka dengue. Zac¢ina nahle horeckou,
bolestmi hlavy, kloubt a svali. Prubéh ¢asto dvoufazovy. Prvni faze trva 1-
3 dny, po jednodenni remisi se horecka objevi znovu a trva 3-6 dnd.
V druhé fazi se objevuje makulopapuldézni vyrazka postihujici 50-60 %
nemocnych. Vyrazka je nejvice lokalizovana v oblasti trupu, dlan¢ a plosky
nohou nejsou zasazeny. V laboratornich nalezech byva napadna leukopenie
s relativni lymfocytdzou, trombocytopenie a asi v 50 % zvySeni aktivity
sérovych aminotrasferaz. Prognoza je dobra.

2. Maligni forma — hemoragicka horecka dengue — zacina jako benigni forma,
ale mezi 3. az 7. dnem nemoci dochazi nahle k poklesu teploty, k neklidu az
somnolenci, zvraceni, bolestem bficha a prudkému poklesu trombocyti.
Objevuji se krvacivé projevy — petechie, krvaceni do traviciho ustroji,
zrodidel a hypovolemicky $ok, zptsobeny zvySenym tUnikem tekutiny
z cévniho fecisté. Krevni tlak klesa, snizuje se rozdil mezi systolickym a
diastolickym tlakem a dochazi k hemokoncentraci se vzestupem
hematokritu o vice nez 20 %. Podle ptevazujici symptomatologie se
maligni forma oznacuje jako horecka hemoragickd — piitomny vyrazné
krvacivé projevy. Smrtnost u nelééenych osob je  5-10 %. Ve druhém
ptipadé oznacujeme onemocnéni jako S$okovy syndrom — v klinickém
obraze dominuje rychly rozvoj Soku, smrtnost dosahuje 40 % (Beran,
2006).

Clovék je obvykle rezervoarem i koneénym hostitelem. V nékterych &astech
tropli mohou byt rezervoarem i opice. V souvislosti s horeCkou dengue se muzeme
setkat i s nakazou mimo tropické oblasti ve formé ,,letistni formy*, tento vyskyt byl
popsaniv CR (Benes, 2011).

Vnimavost k onemocnéni je vSeobecna. U déti onemocnéni probihd mirnéji nezli
u dosp€lého. Po prodélani onemocnéni je navozena dlouhodoba imunita, avSak jen
sérotypove specifickd, mize dojit Kk onemocnéni po infikovani jinym sérotypem
(Provaznik, 1996).

Preventivni epidemiologicka opatieni se zamétuji na hubeni komara schopnych

prenaset ptivodce onemocnéni a na ochranu ptfed komary. Represivni epidemiologicka
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opatfeni zahrnuji izolaci nemocného, aby nemohl byt zdrojem pro komary, ktefi by
onemocnéni pienaSeli dale. Je nezbytné provést vySetfeni 0sob, které pfisly
s nemocnym do kontaktu. Onemocnéni podléha povinnému hlaseni (Provaznik, 1996).
V nasich podminkach je v klinické praxi diilezité na toto onemocnéni myslet,
pokud se pacient vratil z tropické ¢i subtropické oblasti, trpi hore¢natymi piiznaky a

byla u n¢j vylouc¢ena malarie.

1.1.3 Virové hemoragické horecky

Virové hemoragické horecky jsou zpiisobené obalenymi RNA viry, které jsou
fazeny do ¢tyt Celedi Arenaviridae, Filoviridae, Flaviridae a Bunyaviridae.
Predstavuji velky zdravotnicky problém, pfedevsim v tropickych oblastech, kde jsou
pfitomna enzootickd ohniska (Provaznik, 1996). Zdravotni riziko virovych
hemoragickych horecek spoc¢iva v tom, ze urcité druhy virh jsou schopné adaptace ze
svych zvifecich rezervoarii na interhumanni ptfenos. Miize pak dojit k zavleceni do
oblasti, kde se pivodni zvifeci hostitel nevyskytuje. Tyto adaptacni schopnosti maji
puvodci hore¢ky Lassa, Ebola a Marburg. V ptipadé této adaptace je nutné zavedeni
karanténnich opatfeni v mezinarodnim méfitku. (Provaznik, 1996).

Klinicky se onemocnéni projevuje rychlym zacatkem provazenym teplotou,
nevolnosti, slabosti, bolesti hlavy a koncetin. U vétSiny hemoragickych horecek
symptomy vychdzi zhemoragické diatézy zplsobené zanétlivymi zménami
kapilarniho systému, trombocytopenii, koagulopatii a hepatopatii. Smrtnost u
hemoragickych horecek je vysoka, nejvys$si u horecky Ebola a Marburg, kde se
smrtnost pohybuje v rozmezi 50-90 % (Provaznik, 1996).

Diagnostika hemoragické horecky mulze byt provedena na zakladé klinickych
pfiznakl, pro piesnou specifikaci vyvoldvajiciho agens je zapotiebi virologické
vySetfeni. Pivodce lze pfimo prokéazat elektronovym mikroskopem (nakladné na
pfistrojové vybaveni) nebo izolaci ze vzorku krve ¢i tkan¢ jater nebo ledvin. Nepiima

diagnostika je zaloZena na detekci specifickych protilatek tfidy IgM (Provaznik, 1996).
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1.1.3.1 Horecka Lassa

Pivodce onemocnéni je virus Lassa, patfici od skupiny Arenavird, cCeled
Arenaviridae. Velikost virové castice je 120 nm, obsahuje dvé molekuly RNA
s cirkularnim a linearnim uspofadanim (Murray, 1990).

Onemocnéni mize probihat asymptomaticky ¢i jako lehka nebo zdvazna infekce.
Asymptomaticky pribéh probihd u zhruba 80 9% pacientd. Klinicky zacina
onemocnéni ndhlymi bolestmi hlavy, horeckou, zimnici, nevolnosti, zvracenim a
prijmy. Horecka dosahuje hodnoty az 40 °C a miize byt pfitomna jeden az dva tydny
(Benes, 2011). Dale se muze objevit bolest v krku zplisobend zdnétem tonzil, kasel,
bolesti bficha, hepatosplenomegalie, Casto je pozorovana konjunktivitida. Onemocnéni
muze vyustit az v Sokovy stav provazeny vznikem kozni hemoragie (Provaznik, 1996).
Smrtnost onemocnéni se pohybuje okolo 1 %, v pripad¢ hospitalizovanych pacientl se
pohybuje okolo 15 %, u teéhotnych dosahuje az 50 %. Smrtnost je ovlivnéna virovou
nalozi, vySkou horecky a mnoZstvim aminotransferdzy v séru nemocného. Diagnostika
onemocnéni je zaloZena na laboratornim vySetfeni. V rané fazi onemocnéni
pozorujeme Vv krevnim obraze leukopenii s relativni neutrofilii, hematokrit a pocet
trombocytl jsou v referenénich rozmezich (Benes, 2011). S postupnym rozvojem
onemocnéni dochazi ke zmén€ v hematologickych parametrech podle faze rozvoje
diseminované intravaskularni koagulopatie (DIC) (Bene$, 2011). V biochemickém
vySetfeni Se mlze objevit proteinurie, hodnota aminotransferaz byva az desetindsobné
zvySena. Diagnoza je potvrzena pomoci imunologického vySetieni, kde se prokéaze az
Ctyfnasobny vzestup titru specifickych protilatek (Benes, 2011).

Onemocnéni se vyskytuje endemicky v zapadni Africe (Sierra Leone, Libérii,
Beninu, Ghan¢, Mali, Guinei a Nigérii). Pfirozeny zvifeci vektor viru Lassa (krysa
mnohobradavkova, lat. Mastomys natalensis) se vyskytuje bézné¢ v celé oblasti.
Snadno kolonizuji lidskd obydli, zejména oblasti, kde jsou skladovany potraviny.
Onemocnéni u krys probiha bezptiznakové a je pravdépodobné, Ze infikovana krysa
mnohobradavkova mtize vylucovat virus moc¢i po zbytek svého zivota. Pienos viru
Lassa na clovéka je mozny po poZiti stravy kontaminované moci téchto hlodavct,
vdechnutim kontaminovaného aerosolu ¢i prachu (napf. pii uklidu), pfimym
kontaktem s otevienymi ranami nemocnych jedincd, krvi, slinami a sexudlnim

kontaktem a také kontaminovanymi zdravotnickymi pomickami (napt. jehlami pfi
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jejich opakovaném pouziti). Kontakt kiize s pokozkou bez vymeény télesnych tekutin
neni pro pfenos viru Lassa rizikovy. Ro¢ni pocet infekci vyvolanych virem Lassa je v
zapadni Africe odhadovan na 100 000 az 300 000 (z toho pfiblizn¢ 5 000 Gmrti).
Surveillance onemocnéni v§ak neni provadéna jednotné¢ a skutecny pocet piipadi miize
byt podhodnocen. Horecka Lassa je v nékterych oblastech Sierry Leone a Libérie
roéné diagnostikovana u 10 az 16 % vsech hospitalizovanych jedincti. (Spackova,
2018)

Pti vstupu viru do organismu dochéazi k napadeni bunék sliznice v misté vstupu.
Nésledné se virus krevni cestou $ifi do celého organismu, kde dochazi k napadeni
makrofagl a endotelidlnich buné€k s naslednym rozvojem DIC. Napadené¢ makrofagy
uvoliuji prozanétlivé mediatory, které ziejmé vedou k rozvoji systémové zanétlivé
reakce a rozvoji Soku (Bene$, 2011). Inkubac¢ni doba onemocnéni se pohybuje
Vv rozmezi 6-21 dni. Pfenos z ¢lovéka na Clovéka je mozny béhem akutni horec¢naté
faze, virus je pfitomen v hrdle. Vnimavost je vSeobecna. (Provaznik, 1996).

Epidemiologickd opatfeni preventivni spocivaji v dusledné ochrané osob pted
hlodavci. Onemocnéni podléhd hlaSeni v mezinarodnim méfitku, pacienta je nutné
izolovat — oSetfujici zdravotnicky personal musi pouzivat pfedepsané osobni ochranné

pracovni pomucky (Provaznik, 1996).

1.1.3.2 Horeéka Ebola

Pivodcem onemocnéni je virus Ebola patfici mezi Filoviry (Provaznik, 1996).
Obsahuje jednu molekulu RNA (Murray, 1990). Virus mize mit filamentozni ¢i
cirkularni uspotfadani (Murray, 1990). Virus Ebola byl poprvé zjisten behem
propuknuti krvacivé horecky v Zairu (dne$ni Demokraticka republika Kongo) v roce
1976. Prvni ptipady byly popsany jako onemocnéni spojené s poskytovanim zdravotni
péce, které se nasledné rozsifily do okoli zdravotnickych zatizeni. Celkovy pocet
nemocnych piesdhl 300 osob se smrtnosti téméf 90 %. V Stidanu onemocnélo nékolik
desitek osob a smrtnost se pohybovala okolo 60 %. (Benes, 2011). Existuje pét
kment viru Ebola pojmenovanych podle mist, ze kterych pochazeji: Ebola-Zaire
(EBOV), Ebola-Sudan (SUDV), Ebola-Reston (RESTV), Ebola-Pobiezi slonoviny
(TAFV) a Ebola-Bundibugyo (BDBV) (Benes, 2011).
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Klinicky se onemocnéni projevuje ndhlym zacatkem, horeckou, bolesti hlavy,
svalli, hrudniku, bficha, unavou, schvacenosti, faryngitidou, zvracenim a prijmem.
S odstupem nékolika dni dochazi k rozvoji makulopapulozniho enantému, bolestivé
faryngitid¢ s ulceracemi, myalgie, artritidy a rozvoji hemoragické diatézy. Ptiblizné u
70 % pacientl dochazi kolem sedmého dne ke krvaceni z dasni, nosu a vaginy. Umirti
pacienta nastava v druhém tydnu onemocnéni nasledkem velké krevni ztraty a Soku
(Benes, 2011). Onemocnéni je provazeno vysokou smrtnosti, pohybujici se v rozmezi
50-90 % (Provaznik, 1996).

V ramci diagnostického procesu je vyznamnd cestovatelskd anamnéza, udaj o
kontaktu simportovanymi opicemi ¢i prace s infekénim materidlem v prubéhu tii
tydnt. V krevnim obraze pacienta se muze objevit leukopenie strombocytopenii a
zvySené aminotransferazy. Samotny virus lze prokazat na tkanovych kulturach nebo
PCR metodou. Neptimy prikaz viru je mozné uskute¢nit sérologickym vySetfenim
protilatek téidy IgM ELISA testem (Enzyme-Linked-ImmunoSorbent-Assay) (Benes,
2011).

Primérni zvifeci rezervoar neni doposud zcela znam a také cesta prenosu ze
zviteciho rezervoaru nebyla doposud objasnéna. Interhumdénni pfenos je popisovan
v souvislosti s pobytem osob ve zdravotnickém zafizeni po kontaktu s biologickym
materialem (krev, mo¢, sekrety a tkang), rovnéz pii sexualnim styku nebo kontaktem
osob pii pohibivacich ritualech. Inkubac¢ni doba se pohybuje vrozmezi 2-21 dni.
Obdobi nakazlivosti je zavislé na nalozi viru v krvi a v sekretech (Provaznik, 1996).

Epidemiologicka opatieni preventivni spo¢ivaji v dodrZzovani spravné laboratorni
praxe a pouzivani osobnich ochrannych pracovnich pomiicek. V ptipad€ represivnich
opatfeni nastupuje izolace nemocného, dodrzovani bariérovych oSetfovacich postupa,
pfi praci s biologickym materidlem zajisténi dezinfekce. Onemocnéni podléha
povinnému hladSeni na mezindrodni urovni vcetné podrobné epidemiologické

anamneézy (Provaznik, 1996).

1.1.3.3 Marburgska horecka

Pivodcem onemocnéni je virus Marburg, patiici mezi Filoviry (Provaznik,
1996). Obsahuje jednu molekulu RNA (Murray, 1990).
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Klinicky se onemocnéni projevuje ndhlym zacatkem, horeckou, bolesti hlavy,
svalli, schvacenosti, faryngitidou, zvracenim a prijmem. S odstupem né¢kolika dni
dochazi k rozvoji makulopapulozniho enantému a rozvoji hemoragické diatézy —
hematemézy, petechii, epistaxe, melény a krvaceni do spojivek. Na konci prvniho
tydne onemocnéni postihuje piiblizné 30 % pacientli koma nasledkem vysoké krevni
ztraty, smrt nastava kolem 9. dne (Benes, 2011). Onemocnéni je provazeno vysokou
smrtnosti, pohybujici se okolo 25 % (Provaznik, 1996).

Pro diagnostiku je dilezita cestovatelska a epidemiologickd anamnéza. Na
Marburgskou horecku je zapotiebi myslet, pokud pacient pfijel z endemickych oblasti,
kde ptisel do kontaktu s opicemi, hlodavci ¢i netopyry. V krevnim obraze je
leukopenie a trombocytopenie. Biochemické vySetieni odhali zvySenou hladinu
aminotransferaz (hlavné AST) a proteinurii (Benes, 2011). Pfima diagnostika viru je
zalozena na metod¢ PCR, nepiimy prikaz se provede stanovenim specifickych
protilatek tiidy IgM metodou ELISA (Benes, 2011).

Horecka Marburg byla poprvé diagnostikovana v roce 1967 v Némecku ve mésté
Marburg u pracovnikil laboratofe a v Bélehrad¢ (Provaznik, 1996). Zdrojem infekce
byli koc¢kodani zeleni pochazejici z Ugandy. Celkem onemocnélo 25 laboratornich
pracovnik, z toho 7 nakaze podlehlo (Benes, 2011).

Priméarni zvifeci rezervoar neni doposud znam, interhuméanni pfenos je
popisovan obvykle v souvislosti s nemocni¢nim prostiedim. K pfenosu onemocnéni
dochdazi v laboratornich podminkach (krvi, mo¢i, slinami a stolici). Je prokdzan ptenos
po kontaktu s biologickym materialem infikovanych opic. Inkuba¢ni doba se pohybuje
v rozmezi 3-9 dnt. Obdobi nakazlivosti je zavislé na nalozi viru v krvi a sekretech
(Provaznik, 1996).

Epidemiologicka opatieni preventivni spocivaji v dodrZzovani spravné laboratorni
praxe a pouzivani osobnich ochrannych pracovnich pomitcek. Epidemiologicka
opatfeni represivni nafizuji izolaci nemocného, dodrzovani bariérové oSetiovaci
techniky, pfi praci s biologickym materidlem zajistit G¢innou dezinfekci véetné
dezinfekce pouzit¢ho laboratorniho vybaveni. Onemocnéni podléhd povinnému

hlaSeni na mezinarodni rovni (Provaznik, 1996).

20



1.1.34 Krymsko-konzska horecka

Piivodcem onemocnéni je virus krymsko-konzské hemoragické horecky, patiici
do ¢eledi Bunyaviriadae, rod Nairovirus (Provaznik, 1996).

Klinicky je onemocnéni charakterizovano nahlym néstupem provazenym
horeCkou, bolestmi hlavy, zad, koncetin, ptekrvenim faryngu a zvracenim (Provaznik,
1996). Pti t¢zké formé onemocnéni muze dochazet ke krvaceni z dasni, nosu, plic,
mocového méchyfe a stfeva. V laboratornim vysetieni je leukopenie, trombocytopenie
a albuminurie. Diagnostika je zaloZena na prikazu virového antigenu metodou ELISA
nebo virové RNA pomoci PCR (Benes, 2011). Smrtnost onemocnéni je variabilni,
pohybuje se v rozmezi 2-50 % (Provaznik, 1996).

Onemocnéni se vyskytuje v Rusku, Albanii, Bosné, Iraku, Pakistanu a v tropické
a jizni Africe. Rezervoarem jsou divoce zijici zvifata: ptaci, zajici a drobni hlodavci
(Provaznik, 1996). Vektorem pienosu jsou klistata rodu Hyalomimia. Po piisati
infikovaného klistéte dochdzi k migraci viru do nejbliz§ich lymfatickych uzlin, kde
dochazi k primarni replikaci, nasledné je virus uvolnén do krevniho ob&hu (Benes,
2011). Interhumanni pienos je popisovan v souvislosti s poskytovanim zdravotnich
sluZzeb krvi infikovaného jedince — krevni transfuze. Inkuba¢ni doba se pohybuje
v rozmezi 3-12 dni (Provaznik, 1996).

Epidemiologicka opatfeni preventivni — je doporuceno pouzivani repelentl a

insekticidi. V souc¢asné dobé neni k dispozici o¢kovaci vakcina (Benes, 2011).

1.1.4 Infekéni mononukleoza

Pivodce onemocnéni je obaleny DNA virus, nazvany virus Epstein-Barrové
(EBV), patfici do ¢eledi Herpesviridae.

Infekéni mononukleéza je provdzena bolestmi v krku, horeckou a
lymfadenopatii, splenomegalie je pfitomna u 75 % nemocnych a hepatomegalie
pfiblizné u 50 % nemocnych, kréni mandle byvaji zvétSené, pokryté bélavymi
pablanami. Onemocnéni muize byt provazeno komplikacemi, napf. myokarditida,
meningoencefalitida, mize se vyskytnou piechodnd anémie a trombocytopenie az
dfenovy utlum (Bene§, 2011). U déti probihda onemocnéni obvykle mirné¢ az

inaparantn¢, Casto nemusi dojit k jeho diagnostice. U mladych dospélych dochazi
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K postizeni jaterniho parenchymu, coZ ma za nasledek hepatomegalii (u 50 % pacienti)
s elevaci jaternich enzyma u 95 % ptipadl, zloutenku pozorujeme u 4 % pacientil
(Provaznik, 1996).

Pti expozici EBV dochdzi v prvni fad¢ k napadeni ordlnich a faryngealnich
epitelovych bunék. Nasledn¢ virus napada B lymfocyty, cilové buiiky. Napadené B
lymfocyty jsou detekovany T lymfocyty. V periferni krvi (PK) jsou zvySené
aktivované cytotoxické T lymfocyty (CD8+), pomahacské T lymfocyty (CD4+) a NK
bunky (Benes, 2011).

Diagnostika onemocnéni je zaloZena na laboratornim vysetfeni. V krevnim
obraze pacienta je lymfocytéza piesahujici 50 % a ptitomnost vice nez 10 %
atypickych bun¢k — virocyti (Downey cells) v natéru PK. Z biochemického vySetieni
je patrna elevace jaternich enzymut a zvySeny titr protilatek (Provaznik, 1996). Lze
provést imunologické vySetieni specifickych protilatek tfidy IgM a IgG proti virovému
kapsidovému antigenu.

Zdrojem nakazy mohou byt nemocni lidé, i S inaparentnim priub&éhem
onemocnéni a zdravi nosici viru (Benes, 2011). K pienosu dochazi kapénkovou cestou
¢i ptimym kontaktem, napf. libanim. Vyskyt infekce je vazany na socio-ekonomicky
status nemocného (Dunmire, 2015). Inkubacni doba onemocnéni se pohybuje
V rozmezi 2-7 tydnt (Benes, 2011).

Obdobi nakazlivosti je dlouh¢, virus miize byt vyluCovan faryngedlnimi sekrety
aZz po dobu jednoho roku i vice. Vnimavost k onemocnéni je vSeobecna. Po prodélani
infekce je vytvofena dlouhodobd imunita. Mize dojit k reaktivaci onemocnéni pfi
imunodeficitnich stavech pacienta (Provaznik, 1996).

Epidemiologickéd opatieni jsou pouze represivniho charakteru, zahrnuji hlaseni
onemocnéni a dezinfekci predmétd pottisnénych sekrety nemocného (Provaznik,
1996).

Virus Epstein-Barrové hraje dulezitou roli v hemato-onkologii. U pacientd, ktefi
prodélali infekei vyvolanou timto virem se mohou objevit maligni onemocnéni
asociovana s EBV. Mezi tato onemocnéni patii: Burkyttiv lymfom (Penka, 2011),
difuzni velkobunéény lymfom (Penka, 2011), Hodgkintiv lymfom (Hjalgrim, 2000),
hemofagujici lymfohistiocytdza a vzacné proliferace NK bunék (Kolatik, 2019).
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1.2 Bakterialni puvodci

Bakterie patfi mezi nejjednodussi organismy. Bakteridlni buiika obsahuje jednu
molekulu DNA, ktera je volné ulozena v cytoplazmé. Miize obsahovat i dalsi molekuly
DNA ve form¢ fragmentti zvanych plazmidy, které se mohou uplatnit pii vzniku
rezistence na antibiotika. Cytoplazma obsahuje velké mnozstvi ribozomli a muze
obsahovat také zasobni granula. Od okoli je oddélena cytoplazmatickou membranou,
na kterou naseda bunéc¢na sténa, ktera urCuje tvar bakterii. Podle slozeni bunééné
stény délime bakterie na gram pozitivni — obsahuji silnou vrstvu peptidoglykanu a
gram negativni — obsahuji minimalni vrstvu peptidoglykanu. U acidorezistentnich
bakterii bunéénd sténa obsahuje mnozstvi lipidd a vosktl. Nékteré druhy bakterii
mohou obsahovat bakteridlni pouzdro, které dava bakteriim opét selekéni vyhodu.
Chrani bakterie pted ucinky vnéjSich vlivi. Na rozdil od vird jsou bakterie schopny
nezavislého metabolismu. Ve vztahu ke kysliku miZzeme bakterie rozdélit do ctyf
skupin. Prvni skupinu tvofi striktné aerobni bakterie, které¢ pro své pieziti vyzaduji
kyslik, naptiklad Mycobacterium tuberculosis (Bene$, 2011). Druhou skupinu tvofi
mikroaerofilni bakterie, které vyzaduji k preziti kyslik, ale jiz v menSi koncentraci,
napi. Helicobacter pyroli. Tieti skupinu tvofi bakterie striktné anaerobni, vyzadujici
prostiedi bez kysliku, napt. Bacteroides fragilis (Benes, 2011). Posledni skupinu tvoii
bakterie fakultativné anaerobni, které jsou schopné piezit v prostiedi s 1 bez kysliku.
Jedna se o vétSinu lékatsky vyznamnych bakterii.

Mezi vyznamnou schopnost bakterii patii sporulace, béhem niz vznikne spora.
Jedna se o klidovou formu bakterie, ktera je schopna pfezit v klidovém rezimu i
desitky let. Sporulaci muze navodit nedostatek Zzivin v prostiedi, ¢i nepiiznivé
fyzikalni a chemické podminky. Pfi zméné podminek se miize bakterie vratit do
vegetativni formy. Proces sporulace mize trvat az 10 hodin, avSak faze aktivace
probiha v fadech minut. Z lékarsky vyznamnych bakterii maji schopnost sporulace
Klostridia a Bacillus anthracis, gram negativni bakterie tuto schopnost nemaji (Benes,
2011).
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1.2.1 Davivy kaSel

Bordetella pertussis je gram negativni opouzdieny kokobacil, ktery zptsobuje
onemocnéni znamé jako cerny ¢i davivy kasel.

Onemocnéni probihd ve tfech stadiich: katardlni, paroxysmalni a
rekonvalescencni stadium. Kataralni stadium je provazené rymou, kychanim, zanétem
spojivek, subfebriliemi a mirnym kaslem. V paroxysmalnim stadiu dochazi ke
stupnovani kasle, ktery je vyraznéjsi s vyssi frekvenci. Béhem kratkého Casového
useku se muze vyskytnout 5-20 epizod kasle, nasleduji dlouhé nadechy, u kterych
muzeme pozorovat zvukové projevy zpusobené prichodem vzduchu pies zuzené
hlasivky. Tento stav miize vyustit az v hypoxii a cyan6zu. Na konci ataky kasSle mize
dojit k vykaslani hlenové zatky, pacient je vyCerpany. U déti mohou byt ataky kasle
provazené zvracenim, z tohoto divodu se onemocnéni nazyva davivy kasel. Denné
muze pacient prodélat primérné 5-20 epizod kasle, poCet se mize ale vySplhat az na
40 zéachvatl za den. Paroxysmalni obdobi trva v priméru 30 dni. V rekonvalescen¢nim
stadiu se snizuje Cetnost a intenzita zachvatii kasle. K ustupu kasle dochazi béhem tii
tydnti, ale miize trvat i meésice. Vzacné se muze vyskytnout i toxicka forma
onemocnéni. Tento stav je provazen vysokymi horeckami, kieCemi, bezvédomim a
muze dochazet ke krvaceni do kliZe, spojivek ¢i mozku. Toxickd forma onemocnéni je
zavaznym klinickym stavem konc¢ici umrtim pacienta (Benes, 2011).

Diagnostika onemocnéni se opird o klinicky stav nemocného, mikrobiologické a
imunologické vySetteni. V diferencialni diagnostice je potieba vyloucit dalSi agens,
zpusobujici syndrom davivého kasle. Mezi né patii: Bordetella parapertussis,
Haemophilus influenzae, Mycobacterium tuberculosis, Mycoplasma pneumoniae, viry
chiipky, parainfluenzy a adenoviry. Pro mikrobiologické vySetfeni se provadi vytér
Z laryngu a faryngu. Imunologické vySetfeni je zamétfeno na detekci specifickych
protilatek (Provaznik, 1996).

Ceska republika byla prvni zemé na svété, ktera zavedla o¢kovani proti tomuto
onemocnéni trivakcinou DTP vroce 1958. Pomoci surveillance a vysokeé
proockovanosti populace doslo ke snizeni incidence pertusse na konci 70. let na
minimum (Provaznik, 1996). V roce 1993 nebyl diagnostikovan zadny piipad u ditéte

mladsiho tfi let. V posledni dobé& se objevovaly importované piipady na tizemi CR.
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V soucasné dob¢ z ditvodu poklesu proockovanosti populace dochazi k narstu poctu
hlasenych onemocnéni.

Zdrojem néakazy je nemocny ¢lovék. K pfenosu dochéazi kapénkovym ptenosem.
Jedna se o vysoce nakazlivé onemocnéni, attack rate u Skolnich déti je 50 %, u osob
Zijici ve spole¢né domacnosti se pohybuje Vrozmezi 80-90 % (Benes, 2011).
Virulence je zvySovana schopnosti produkce toxinii a obsahu adhezivnich molekul.
Mezi produkované toxiny patii adenylatcykldzovy toxin (ACT), trachedlni toxin
(TCT) a dermonekroticky toxin (DNT).  Adhezivni molekuly zahrnuji vlaknity
hemaglutinin (FHA), ktery umoziiuje vazbu na cilové bunky a vstup do epitelovych
bungk. Pertaktin (PRN), zajistujici vazbu na dychaci epitel. Faktor resistence (BrkA),
ktery ma schopnost inaktivovat komplementovy systém. OhroZenou skupinou jsou
kojenci do 3 mésict a déti. Inkubacni doba se pohybuje v rozmezi 7-21 dnt (Benes,
2011).

Postinfekéni imunita neni trvald, po letech klesa. Proti cernému kasli existuje
ockovani, avsak po 5 letech dochazi k poklesu protilatek, ochrannd hladina protilatek
se udrzi maximalné¢ 12 let (Benes, 2011). Détsky ockovaci kalendai hrazeného
o¢kovani v CR platny k 1. 5. 2020 uvadi ockovani proti éernému kasli o¢kovaci latkou
,Hexavakcina“ ve 3 davkach do 13. mésice a ptreo¢kovani mezi 5. — 6. rokem a 10. -
11. rokem veku ditéte (vyhlaska ¢. 537/2006 Sb., verze 6).

Epidemiologické opatfeni preventivni zahrnuje povinné ockovani. Mezi
represivni opatfeni patii: hldSeni onemocnéni, izolace nemocného doma ¢i na
infekénim oddéleni v zévislosti na zdravotnim stavu, vySetfeni kontaktnich osob a
sledovani jejich zdravotniho stavu, zdkaz vstupu neockovanych déti do kolektivu kde
byl hlaSen vyskyt onemocnéni po dobu 21 dni, zvySeny zdravotnicky dozor v
kolektivu, ve kterém bylo hlaSeno onemocnéni po dobu 21 dni, karanténa
neockovanych déti, které ptisly do styku s nemocnym rodinnym piisluSnikem po dobu
21 dni a dezinfekce hracek, prostiedi a diikladné vyprani osobniho pradla (Provaznik,
1996).

Hematologickym obrazem tohoto onemocnéni je leukocytdéza dosahujici hodnot az
15,0-30,0 x 10%/1. V diferencialnim rozpo&tu leukocyti je lymfocytéza az 70-90 %,
zastoupena malymi lymfocyty. Cast lymfocytl vykazuje atypicky tvar jadra, kdy
Vv jadfe pozorujeme hluboky a vyrazny zaiez. Jadro ptfipomina pismeno U (Benes,

2011).
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1.3 Parazitarni pivodci

Parazitarni infekce patii k nejcastéjSim onemocnénim v lidské populaci. Piiblizné
jedna tietina svétové populace je infikovana parazitem Toxoplasma gondii. Malarie
postihne ro¢n¢ odhadem 400-800 miliona jedinct. Vyznamné mnozstvi parazitarnich
nakaz tvoii stievni paraziti, ktefi postihuji n€kolik miliard jedinct. Parazitarni infekce
mohou mit lokalizovany geograficky vyskyt (trypanozéma), nebo mohou byt rozsiteny
celosvétove (toxoplazmoéza) (Benes, 2011). Geograficky vyskyt je obvykle vazan na
pfitomnost vektorti nebo mezihostitelii. Cetny vyskyt parazitarnich infekci mizeme
pozorovat Vv tropickych oblastech. EXistuje zde souvislost s vhodnymi klimatickymi
podminkami, dostupnosti vodnich zdroji a snizenymi hygienickymi podminkami.
Parazitarni infekce maji ¢asto asymptomaticky pribéh, komplikace se objevuji az po
opakovanych infekcich naptiklad jaterni fibroza ¢i karcinom mocového méchyte.
Inkubacéni doba parazitarnich infekci je dlouha, v nékterych ptipadech mize dosahovat
i n€kolika let. V souvislosti s parazitarni infekci je dtlezita prepatentni a patentni doba.
Prepatentni doba vyjadifuje ¢asovy usek od infikovani jedince parazitem aZ po dobu
moznosti laboratorni diagnostiky. Patentni doba je ¢asovy usek, po ktery Ize parazita

V organismu prokdazat.

1.3.1 Malarie

Pivodcem onemocnéni je prvok, Plasmodium spp., které se rozd€luje do péti
druhd P. vivax, P. malariae, P. falciparum, P. ovale a P. knowlesi. Malarie je
které jsou pienaseny vektorem. Jejich pifenaseCem na cloveéka je komar rodu
Anopheles, ptenos uskutecnuji pouze samice (Benes, 2011).

Nejzavaznéjsi je infekce vyvolana P. falciparum (maligni terciana). Klinicky
obraz Casto napodobuje pfiznaky jinych onemocnéni. Pacient trpi horeckou, zimnici,
pocenim, kaslem, prijmem, bolesti hlavy, ledvinnym selhdnim, plicnim a mozkovym
edémem a Sokem (Provaznik, 1996). K poskozeni mozku a ledvin dochazi vlivem
zmény vlastnosti infikovanych erytrocyti. U napadenych erytrocytii dochdzi ke zméné

povrchovych vlastnosti, coz zptisobi vyss§i adhezivitu k endotelidlnim bunkam.
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Nasledkem vyssi adhezivity vznikaji pfedev§im v mozkovych ¢i ledvinnych kapilarach
cévni okluze. P. falciparum napada riizné staré erytrocyty, coz ma za nasledek vyskyt
tézké anémie (Rowe, 2009). Z diivodu postizeni jater a rozvoje hepatopatie, mize byt
pacient postizeny ikterem a koagulopatii. HoreCnaté zachvaty se opakuji kazdy treti
den (Provaznik,1996).

Klinicky prubéh onemocnéni vyvolanych zbyvajicimi plasmodii je mirnéjsi,
nemocny neni bezprostfedné ohrozen na zivoté. P. vivax (benigni terciana), P.
malariae (kvartana) a P. ovale vyvolava onemocnéni podobné benigni terciané
(Provaznik, 1996). V pocatecni fazi onemocnéni se vyskytuji nespecifické ptiznaky.
Pacient citi nevolnost, objevuje se pomalu stoupajici teplota trvajici nékolik dni s
naslednym vystiidanim zimnici, tfesavkou a vyraznym zvySenim teploty azna 40 °C.
Zachvaty se opakuji v zavislosti na druhu plasmodia kazdé 3-4 dny.

Diagnostika onemocnéni je zalozena na pifimém prikazu parazita v natéru
periferni krve. Provadi se natér tlusté kapky bez fixace alkoholem a tenky natér, které
se barvi dle Giemsy. V ramci diagnostického procesu je nezbytna cestovatelska
anamnéza i nékolik mésicti zpétné. V krevnim obraze je trombocytopenie s moznou
pfitomnosti anémie.

Onemocnéni se vyskytuje v tropickych a subtropickych oblastech. Mezi nejvice
zasazené oblasti patii Jizni Amerika, Jihovychodni Asie a nékteré ¢asti subsaharské
Afriky. Na tzemi subsaharské Afriky je hlaSeno 93 % vsech pfipadii onemocnéni a 94
% vSech Gimrti na toto onemocnéni. P. falciparum je odpovédné za 99,7 % piipadi
Vv subsaharské Africe a 50 % ptipadd v Asii. V oblasti Jizni Ameriky se v 75 %
ptipadd uplatiuje P. vivax (WHO, 2020). V roce 2018 bylo na celém svété hlaseno
228 miliont nemocnych lidi malarii a z toho 405000 umrti na toto onemocnéni
(World malaria report, 2019).

Na tzemi Ceskoslovenské republiky se malarie vyskytovala v oblasti Polabi a
jizni Moravy, posledni piipad byl hlaSen roku 1958 a vroce 1963 bylo tzemi
Ceskoslovenské republiky prohlaseno WHO za nemalarickou oblast (Benes, 2011).
Existuji ptipady ,,letiStni malérie® ¢i ,tranzitni malarie®. K ndkaze ,letiStni malarii
dochazi v blizkosti mezinarodnich letist, komaii byli pfivezeni na palubé letadel.
»Iranzitni ndkaza“ je zplsobena nékolikahodinovym pobytem v malarické oblasti,

napiiklad pfi pfestupu na dalsi tranzit (Benes, 2011).
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Zdrojem nakazy je infikovany ¢lovek, kdy se v jeho krvi vyskytuji gametocyty.
Zdrojem nakazy mohou byt také opice, které jsou infikovany jinymi druhy plasmodii
nez ¢lovek, avsak vzacné mohou vyvolat onemocnéni (Provaznik, 1996). Pfenos je
zajistén samickami komard rodu Anopheles. Pti sati krve infikovaného ¢lovéka se do
samiCky komara dostavaji samCi a sami¢i gametocyty, které nasledné prodélavaji
V travicim traktu komara sexualni vyvoj za vzniku sporozoiti. Ty pirechazeji do
slinnych zldz komara, odkud se pfti sati krve dostavaji do krevniho obéhu clovéka.
Sporozoiti se pomoci krevniho ob&hu dostavaji do jater hostitele — hepatocytt, kde se
mnozi a vyviji v schizonty, obsahujici mnozstvi merozoiti. Tato faze je oznacovana
jako preerytrocytdrni faze a probihéd bez klinickych ptiznakt. Za 1-3 tydny merozoiti
opousti hepatocyty a infikuji erytrocyty. Proces infikovani erytrocytl se oznacuje jako
erytrocytarni faze. MnoZzeni parazitil v erytrocytech probiha riznou dobu v zavislosti
na druhu plasmodia. Doba trvani ovliviiuje periodicitu hore¢natych zachvati (Benes,
2011). Béhem intraerytrocytdrniho vyvoje se plasmodium zivi hemoglobinem. Pro
potieby je vyuzivana globinova komponenta hemoglobinu, ktera je rozlozena na
jednotlivé aminokyseliny, zatimco hem je pro plasmodium toxicky a dochazi k jeho
agregaci do krystali zvanych hemozoin (Coronado, 2014). Infikované erytrocyty
nasledné podléhaji hemolyze, dojde k uvolnéni merozoitl,, které napadaji dalsi
erytrocyty. Cast merozoitdl se vyviji v gametocyty, které nasledné prodélavaji dalsi
vyvoj v travicim traktu komdra po jejich nasati. Pti hemolyze erytrocyti dochazi
taktéz k uvolnéni metabolickych produkti — hemozoinu, které jsou podobné
endotoxinu gram negativnich bakterii. Metabolické produkty stimuluji makrofagy,
které¢ odpovidaji produkei protizanétlivych cytokinti zplisobujici horecky. V pfipade,
Ze onemocnéni je vyvolano P. vivax a P. ovale, dochazi v hepatocytech k vyvoji
schizontl v hypnozoity, které mohou v jatrech asymptomaticky ptetrvavat i po dobu
n¢kolika let. Tato schopnost je pfi¢inou relapst onemocnéni (Benes, 2011).

K pfenosu onemocnéni muze téz dojit v souvislosti s poskytovanim zdravotni péée —
aplikace kontaminovanych krevnich derivatli, zdravotnické prostfedky kontaminované
biologickym materialem a transplacentarnim prenosem z matky na plod (Benes, 2011).

Inkubaéni doba onemocnéni je rozdilnd v zavislosti na druhu plasmodia, které
onemocnéni vyvolalo. U P. falciparum se pohybuje v rozmezi 7-14 dni, P. vivax a P.
ovale 8-14 dni a P. malarie 7-30 dni. Nedostate¢na prevence antimalariky mize vést

k prodlouzZeni inkubac¢ni doby. Inkuba¢ni doba v pfipadé nakazy zpisobené podanim
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transfaznich piipravki je obvykle kratsi. Infikovany komar je infek¢ni po celou dobu
jeho zivota. Clovék je infekéni po dobu pfitomnosti paraziti v krevnim obéhu.
V ptipadé Spatné 1écby nebo pacient je bez 1é¢by, miize byt zdrojem ndkazy i nékolik
let. Je-1i onemocnéni zplisobené P. malarie je doba infekénosti delsi nezli tii roky,
v piipadé P. vivax 1-2 roky a u P. falciparum méné nez jeden rok (Provaznik, 1996).
Vnimavost k onemocnéni je vSeobecnd. Existuji vSak 0soby s uréitymi
genetickymi rysy, které vykazuji toleranci k této infekci. Nevnimavost k nakaze je
dusledkem genetické informace, pfitomné u osob zijicich v endemickych oblastech.
Vétsina cernych Afriani ma ptirozenou rezistenci k P. vivax. Ta pravdépodobné
vznikla chybénim Duffy faktoru na jejich erytrocytech (Provaznik, 1996), (Penka,
2012). Rizikovou skupinu tvofi déti mladSich péti let, kdy v roce 2018 zemielo 67 %
nemocnych déti, coz predstavuje 272 000 amrti (World malaria report, 2019).
Epidemiologicka opatieni preventivni zahrnuji chemoprofylaxi, ktera by méla
byt zahdjena tyden pfed cestovdnim do endemické oblasti, pokracujici 4-6 tydni po
navratu z endemické oblasti. K dalSim preventivnim opatfenim patii postupy
zabranujici prisati komara — dlouhé rukavy a kalhoty, pouZivani repelentd, moskytiéry
a ochrana obytnych prostor. Represivni opatfeni zahrnuji povinné hlaSeni onemocnéni

(Provaznik, 1996).

29



2  KVANTITATIVNI A KVALITATIVNI ZMENY
V KREVNIM OBRAZE A HEMOKOAGULACI
U INFEKCNICH NEMOCI

Infekéni agens v lidském organismu vyvold zmény, které jsou patrné také
v krevnim obraze s diferencialnim rozpoctem a hemokoagulacnim vySetieni.
Vysledky tohoto vysetfeni mohou pomoci 1ékafi v diagnostickém procesu s naslednym
zaméfenim mikrobiologického anebo imunologického vySetfeni. Mezi nejCasté)si
projevy infekce v krevnim obraze patii pocetni zména leukocytli a z ni vyplyvajici
zastoupeni jejich jednotlivych populaci. Zmény jsou odvislé od charakteru
vyvolavajiciho infekéniho agens (virus, bakterie, parazit). Z diivodu provézanosti
imunitnich a hemostatickych procest jsou infekéni nemoci, a predevs§im septické stavy
patii ~ mikroangiopatickd ~ hemolytickd  anémie (MAHA), tromboticka
mikroangiopatickd anémie (TMA) a diseminovana intravaskularni koagulace (Penka,

2011).

2.1  Zmény v krevnim obraze a hemokoagula¢nim vySetieni p¥i virové

infekci

Nejcastejsim projevem virové infekce je leukopenie, méné cCastéji leukocytoza.
Dochazi ke zmozeni lymfocytii a monocytli, u pacienta vznikd neutropenie, kterou
muzeme pozorovat u pacientd s virovou hepatitidou A i B, chiipkou, spalni¢kami,
zardénkami, planymi nestovicemi a infekéni mononukleézou (Penka, 2011). V natéru
periferni krve jsou pfitomné reaktivni lymfocyty (T i B lymfocyty) s plazmatickou
reakci. Reaktivni T lymfocyty jsou velké bunky, jadro muze obsahovat jadérko a maji
bohatou cytoplazmu s bazofilnim lemem. Aktivované B lymfocyty mohou piechazet
do plazmatickych bun¢k. Pfitomnost plazmatickych bun€k u pacienta, téZ znaci
ptitomnost virové infekce (infekéni mononukleoza, horecka dengue, aj.). Mohou se
vyskytovat i mladsi formy lymfocyti. Monocyty jsou reaktivni s plazmatickou reakci.

Pti urcitych infekci, predev§im u infekéni mononukledzy se v periferni krvi vyskytuji

30



velké bunky tzv. ,,virocyty“. U pacienti trpici virem lidské imunodeficience (HIV) je
mozné pozorovat V granulocytech absenci sekundarni neutrofilni granulace tzv.
hypogranulaci (Penka, 2011).

Virové infekce zplsobené viry zardének, spalnicek, infek¢ni mononukledzy,
cytomegalové infekce, chiipky a HIV mohou u pacienta zpusobovat imunitné
navozenou trombocytopenii, ptedev§im u déti (Haferlach, 2014), (Penka, 2011). Virus
HIV muze i pfimo plisobit na trombocyty, kdy muze dojit k ,,pohlceni® viru HIV
trombocytem nebo se muze virus HIV v kostni dieni penetrovat do megakaryocytu a
tim zplsobit sniZenou produkci trombocytit (Penka, 2011). Poruchy hemokoagulace
v souvislosti s virovou infekei jsou nejzietelnéj$i u pacientt s HIV ¢i hemoragickou
hore¢kou dengue (Penka, 2011). Mezi nejcastéjsi priciny koagulopatie patii poruchy
endotelu cév ¢i dal$i postizeni cévniho systému. Postizeni endotelu muze byt
vysledkem piimé interakce viru s endotelovymi buiikami. Tyto patologické zmény
mohou vyvolat nasledujici viry: simplex virus, adenoviry, parainfluenza virus,
poliovirus, echoviry, rubeola virus, varicella virus, HIV, cytomegalovirus (CMV) ¢i
viry hemoragickych horecek (Penka, 2011). PostiZzeni cévniho systému je mozné
pozorovat u cytomegalové nebo HIV infekce, kdy puvodci — viry vazi na svij povrch
»protrombindzovy komplex* (faktor aX, Va a Ca2+) S naslednym rozvojem krvaceni do
gastrointestindlniho traktu a centrdlniho nervového systému. Schopnost vyvolavat
vaskulitidy maji 1 dal§i virova agens, napt. virus hepatitidy B a C ¢i parvovirus B19

(Penka, 2011).

2.2 Zmény v krevnim obraze a hemokoagula¢nim vySetieni pri

bakterialni infekci

NejcCastéjsim projevem bakteridlni infekce je leukocytdoza, méné Castéji
leukopenie. Dochazi ke zmnozeni granulocytarni populace, pfedevsim neutrofilni fady
(nesegmentované neutrofilni granulocyty, segmentované neutrofilni granulocyty). Pfi
zavaznéjsi infekci jsou pritomny nezralé neutrofilni granulocyty (metamyelocyty,
myelocyty a promyelocyty) — tzv. posun doleva. Tyto mladsi vyvojové formy se za
fyziologickych podminek v periferni krvi nevyskytuji. Leukopenii u bakteridlnich

infekci zpuisobuje snizeny pocet neutrofilnich granulocytl tzv. neutropenie (pod 1,5
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x 10%1 u dosp&lého). Neutropenii mohou zptisobit napt. salmonely, mykobakterie,
brucely, tularémic a riketsiozy (Penka, 2011). V natéru periferni krve u bakteridlni
infekce jsou patrné zmény morfologie leukocytd. Nejcastéjsimi morfologickymi
projevy jsou napt. hypersegmentace a vakuolizace segmentovanych neutrofilnich
granulocyti, hrubsi az toxickd granulace segmentovanych a nesegmentovanych
neutrofilnich granulocyti a v granulocytech se vyskytuji Dohleho inkluze. Nezralé
granulocyty mohou vykazovat plazmojadernou asynchronii oznacovanou jako ,,zraci
poruchy“, kdy jadro bunky vyzrava jinou rychlosti nezli cytoplazma. Muze Se
vyskytovat zvySeny pocet monocyti se znamkami reaktivity: reaktivni formy
monocytl, plazmaticka reakce monocytii a nadmérna vakuolizace monocyti. Pfi
infekci vyvolané bakterii Bordetella pertussis se vyskytuji morfologické zmény
v lymfocytech, které mohou vznést vazné podezieni na Cerny/davivy kasel. U
bakterialnich infekci jsou pozorovany zmény také v Cervené fadé. Anémie je
zpusobena intravaskuldrni hemolyzou. Mezi vyznamna infekéni agens zpusobujici
zna¢nou anémii patii klostridia (Penka, 2011). Poruchy hemokoagulace jsou
zpusobené systémovou odpovédi organismu na infekci. Pfi systémové odpoveédi
dochdzi k poSkozeni endotelovych buné¢k cév, aktivaci koagulaéniho procesu,
konzumpci koagula¢nich faktordi, inhibici fibrinolytického systému, sniZeni aktivity
prirozenych inhibitori hemokoagulace (antitrombin, protein C) a k poruse poctu a
funkce trombocytti. Dulezitym markerem je vySetfeni protrombinového casu (PT),

ktery byva prodlouzen u vice nez 90 % nemocnych (Penka, 2011).

2.3 Zmény VKkrevnim obraze a hemokoagulaénim vySetieni pri

parazitarni infekci

Projevy parazitarni infekce jsou v krevnim obraze pacienta nespecifické. Muze
se vyskytovat leukocytéza, leukopenie, anémie a trombocytopenie. Za vyznamné
voditko je povazovano zvyseni hladiny eozinofilnich granulocytl. Zvyseni jejich poctu
je popisovano u infekci vyvolanych plasmodii, amébami a lambliemi (Haferlach,
2014). Nejdualezitéjsim ukonem v laboratofi klinické hematologie je piimy prikaz

parazitarniho agens v krevnim natéru.
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2.3.1 Zmény Vv krevnim obraze a morfologii erytrocyti u infekce vyvolané

prvokem Plasmodium falciparum

V krevnim obraze pacienta je vyrazna anémie S postupnym snizovanim hladiny
hemoglobinu. Dale je pfitomna trombocytopenie, leukopenie a monocytoza.
Leukopenie se objevuje v pocate¢nich fazich onemocnéni, v pozdé¢jsim stadiu piechazi
do leukocytdzy. Infikované erytrocyty prvokem P. falciparum maji normalni velikost,
tj. parametr objemu erytrocytu (mean corpuscular volume — MCV) se pohybuje ve
fyziologickém rozmezi. V infikovanych erytrocytech je obsazena nukleova kyselina
parazita, kterou lze detekovat. V natéru periferni krve pozorujeme v erytrocytech
kruhové formy parazita, které obsahuji dvé chromatinové tecky. Infikovany erytrocyt

muze obsahovat i vice kruhovych forem (Pecka, 2006).

2.3.2 Zmény V krevnim obraze a morfologii erytrocytii u infekce prvokem

Plasmodium vivax

Z divodu napadani mladsich forem erytrocytti dochazi po hemolyze k stimulaci
tvorby retikulocytt. Erytrocyty maji vétsi objem, dojde ke zvyseni hodnoty MCV a
muze byt piitomna Cervena granulace, tzv. Schiiffnerovo teckovani (Murray, 1990).
Infikované erytrocyty mohou obsahovat hemozoin, ktery je patrny ve formé krystala

uvnitt erytrocytu (Pecka, 2006).

2.3.3 Zmény V krevnim obraze a morfologii erytrocyti u infekce prvokem

Plasmodium ovale a Plasmodium malariae

Plasmodium ovale stejné jako P. vivax napada mladsi formy erytrocytd.
Infikovany erytrocyt je vétSi a mlze mit ovalny tvar a nepravidelnou konturu
cytoplazmy (Murray, 1990). Mlze se vyskytovat Schiiffnerovo teckovani, ale barva
granul je do ruzova, oproti ¢ervené barvé u P. vivax. Plasmodium malariae napada
pouze mladé erytrocyty spevnou bunénou membranou. Z divodu pevnosti

membrany erytrocytu nedochdzi ke zméné velikosti ani tvaru bunky, ale dochézi
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Kk pfizpusobeni parazita, plasmodia maji ty¢kovity tvar. Infikovany erytrocyt muze

obsahovat nacervenala granula, tzv. Ziemannova granulace (Murray, 1990).
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3 HEMATOLOGICKA LABORATOR VE FAKULTNI
NEMOCNICI V MOTOLE

Oddé¢leni klinické hematologie (OKH) je soucasti komplementu ve Fakultni
nemocnici v Motole (FN Motol). Patii mezi ,,spole¢né vySetiovaci a 1écebné slozky*
(SVLS). Ma dve casti: laboratorni a klinickou. Laboratot provadi rutinni a specialni
hematologicka vysetfeni (cca 70 metod) pro fakultni nemocnici, konziliarné i s
nadregionalni ptsobnosti. Morfologicka laboratot je referenénim pracovistém pro
véechny hematologické malignity détského véku v CR.

V roce 2019 provedla laboratot 913 002 vykond, v roce 2020 to bylo 862 732
vykonti. Provoz laboratofe je zajiStovan v nepfetrzitém rezimu po dobu 24 hodin.
Laboratof je rozdélena do nasledujicich tsekd: pfijem materialu, usek analyzator,

usek hemokoagulaéni, usek rutinni a specialni morfologie a tisek cytochemie.

3.1 Pristrojové vybaveni hematologické laboratore

Vysetieni krevniho obrazu, diferenciadlniho rozpoctu leukocytt a retikulocyti
probiha na hematologickych analyzatorech XN 3000 (Obr. 1) a XN 1000 od firmy
Sysmex (Japonsko). Z kapacitnich divodd je béhem denniho provozu na vétSinu
vzorkl vyuzivan analyzator XN 3000. V dob¢ pohotovostniho provozu je na vysetieni
krevnich obrazll vyuzivan analyzator XN 1000. Laboratof disponuje star§Sim modelem
Sysmex XE-5000, ktery slouZzi jako zaloha pfi poruse hlavnich analyzatori.

V ramci rutinni morfologie laboratof vyuZzivad analyzatory pro digitalni
morfologii DM96 (Obr. 2) a DI firmy Sysmex.

Hemokoagulaéni vySetfeni jsou provadéna na analyzatorech ACL TOP 750 CTS
a ACL TOP 700 CTS (Obr. 3) firmy Werfen (Spanélsko) zaloZenych na
fotometrickém principu detekce vzniku koagula a STAR Evolution firmy Stago
(Francie) zalozeného na kombinaci elektromechanického a fotometrického principu
detekce vzniku koagula. Funkce trombocytl je vySetfovana analyzatorem Siemens,

innovance PFA-200 (Némecko) a agregometru TA-4V (Francie).
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3.1.1 Hematologické analyzatory a schopnost detekce plasmodii

Hematologické analyzatory firmy Sysmex jsou schopné detekovat piitomnost
Ctyt druhii plasmodii v periferni krvi pacienta. Jedna se o Plasmodium falciparum, P.
vivax, P. ovale a P. malariae (Dubreuil, 2014). Detek¢ni postup je zalozen na dvou
metodach méfeni. Prvni metodou je ,,Retikulocytarni metoda® (tzv. RET postup),
druha metoda je zalozena na optickém méfeni diferencialniho rozpo¢tu leukocytu (tzv.
WDF metoda). Ob&é metody pracuji na principu fluorescen¢ni analyzy. Pii méfeni
vzorku jsou pouzity specifické fluorescenéni markery slouzici k oznac¢eni nukleovych
kyselin. Detekovany fluorescen¢ni signal je pfimo umérny mnozstvi nukleovych
kyselin v bufice (Sysmex, 2015). Analyzatory tfidy XN-30 jsou schopny nejen
detekovat ptitomnost plasmodii v erytrocytech pacienta, ale za pouziti modifikovanych
reagencii (LyserCell M a Fluorecell M) i provést kvantifikaci infikovanych erytrocytt
(MI-RBC) (Pillay, 2019).

3.1.1.1 RET postup pro detekci plasmodii

Obsah nukleovych kyselin v retikulocytech je vyuzivan pro jejich diferenciaci na
zralé erytrocyty a retikulocyty. Tento princip je pouzit pii hodnoceni pocétu erytrocyti
a retikulocytti U pacienta analyzatorem. Nukleové kyseliny jsou znaceny specifickymi
fluorescenénimi markery. Hodnota fluorescen¢niho signalu je pfimo umérna mnozstvi
nukleovych kyselin a tim i stafi bunky. Zralé erytrocyty maji nizkou hodnotu
fluorescenéniho signalu, zatimco retikulocyty vysokou. Retikulocyty mtizeme dale na
zakladé hodnoty fluorescen¢niho signalu dé€lit na nezralé retikulocyty (HFR), stiedné
zralé retikulocyty (MFR) a zralé retikulocyty (LFR) (Sysmex, 2015). Plasmodia
obsahuji nukleové kyseliny, na které se vazi fluorescencni markery a tim vyvolavaji
detekovatelnou fluorescen¢ni odezvu. Hodnoceni fluorescence je pievedeno do
grafického znazornéni ve formé scattergramd, které obsluhujici laborant vyhodnocuje.
V pfipadé¢ pozitivni detekce analyzator upozorni na pritomnost infikovanych
erytrocytit plasmodii pomoci upozornéni ,,iRBC*. Z divodu riznych biologickych
vlastnosti P. falciparum, P. vivax a P. ovale je jejich grafické znazornéni na
scettgramech odlisené. P. vivax a P. ovale napadaji pouze mladé erytrocyty, proto je

mnozstvi infikovanych erytrocyti nizsi nezli u P. falciparum. Z toho davodu nelze
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provést detekci P. vivax a P. ovale pouze metodou RET analyzy, ale potieba doplnit i
0 WDF analyzu. Oproti tomu P. falciparum infikuje vSechna stadia zralosti erytrocyta,
proto je jeho koncentrace v krvi vyssi, téz se mohou vyskytovat i kruhové formy
s chromatinovymi teckami, coz vede ke zvyseni mnozstvi detekovatelnych nukleovych

kyselin (Sysmex, 2015).

3.1.1.2 WDF metoda pro detekci plasmodii

Mg¢tici kanal WDF je urcen K rozliSovani jednotlivych populaci leukocyti na
zakladé obsahu nukleové kyseliny a vnitini struktury (Sysmex, 2015). Pomoci této
metody je mozné analyzovat pocty lymfocytl, monocytl, eozinofild, bazofild,
neutrofilti @ nezralych granulocytd. Vystupem WDF kanalu jsou jak po¢ty zminénych
druhti leukocytd, tak scattegramy, na kterych lze poznat piitomnost infikovanych
erytrocytil, predevsim P. vivax, P. ovale a P. malariae (Dubreuil, 2014). | ptes obsah
parazitarni nukleové Kyseliny budou infikované erytrocyty vykazovat vzdy mensi
fluorescenéni signal nez jakykoliv leukocyt (obsah nukleové kyseliny u plasmodia ¢ini
1/100 obsahu nukleové kyseliny u leukocytu) (Pillay, 2019). Vzhledem k této
vlastnosti je mozné pozorovat piitomnost infikovanych erytrocytd ve spodni
tmavomodré oblasti pod lymfocyty (Sysmex, 2015) a zaroven i kvantifikovat pocet
infikovanych erytrocytd plazmodii (Pillay, 2019). V ptipadé, ze jsou ve vzorku
ptitomny schizonty a gametocyty, které nebyli zniceny lyza¢nim roztokem, dochazi ke
zvyseni signalti vedlejsiho rozptylu svétla a vedlejsiho fluorescenéniho svétla a na
scattegramu je mozné sledovat plasmodia nejcastéji v oblasti neutrofilt anebo
eozinofilt (Sysmex, 2015). V takovém ptipadé se v méfeném vzorku nachazi pseudo-
eozinofilie, analyzator na tuto situaci reaguje generovanim chybné informace (flag
message): podeziely pocet eozinofila ¢i WBC abnormal scattergram (Huh, 2008),
(Dumas, 2018). Mén¢ casté nalezy, které Ize pozorovat na scettrgramech jsou: dvé
populace neutrofild, dvé populace lymfocytd, chybné vyhodnoceni monocyti a
lymfocyti, ptitomnost bunééného odpadu (Sharma, 2013).

Z diivodu zptesnéni diagnostiky malarie pomoci analyzatorového méfeni firma
Sysmex vyviji hematologicky analyzator XN-10 (M), ktery je modifikovan na zachyt
plasmodii v krvi pacienta. Vysledky ziskané z experimentalniho analyzatoru XN-10
(M) poskytovaly softwarové algoritmy pro novy analyzator XN-30 (Pillay, 2019).
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Modifikované analyzatory XN-31 jsou schopné identifikovat urcita vyvojova stadia
plasmodii. Princip identifikace je zalozen na zvysujicim se obsahu nukleovych kyselin
u jednotlivych vyvojovych stadii plasmodia (Pillay, 2019). Rozlisenim mezi trofozoity
a schizonty je mén¢ jasné, jelikoz se shoduji jak velikosti, tak obsahem nukleovych
kyselin (Pillay, 2019).

Vyhoda stanoveni plasmodii pomoci analyzatoru Sysmex XN-31 spociva
v citlivosti detekce, kdy jsou analyzatory schopné zachytit pozitivni vysledek pfi
obsahu 20 plasmodii v pl krve. Pro srovnani, rutinni mikroskopie je schopna detekovat
pozitivni vysledek od ptitomnosti 100-500 plasmodii v pl krve, expert na
mikroskopické hodnoceni malarie dokaze detekovat malarii pii piitomnosti 5-50
plasmodii v pl krve (Sysmex, 2019).

Vsechny hematologické analyzatory dostupné na trhu jsou schopné stanovit
anomalie v ramci krevniho obrazu. Limitaci je, Ze jiz ne vSechny disponuji moznosti
detekce zmén nachazejici se uvnitt erytrocyti. | pies neustaly pokrok v automatizaci
laboratornich vySeteni existuje fada interferenci. V ramci analyzatora Sysmex je
vyuzito specifickych fluorescenénich markerti, které ale nejsou schopné rozlisit
nukleové kyseliny retikulocyti/erytrocyti od parazitarnich nukleovych kyselin. Pfti
vyskytu zvyseného mnozstvi nukleovych kyselin v erytrocytech napt. u Howel-Jollyho
télisek (talasemie, hemoglobinopatie, aj.) dochazi k falesné pozitivni detekci (Sysmex,
2015). Ztohoto divodu zustava provedeni tenkého a tlustého natéru zlatym
standardem v diagnostice malarie v CR. Vyhodou metod detekce plasmodii za pomoci
hematologického analyzatoru V naSich podminkach je, ze v ptipadé nahodného
zachyceni malarie u pacienta, u kterého nebylo indikovano vySetieni na malarii. Za rok
2019 se povedlo na odd¢leni klinické hematologie ve FN Motol zachytit takto dva
pacienty z oddéleni urgentniho piijmu pro dospélé a jednoho pacienta z urgentniho
piijmu pro déti a dorost. Zasluhou primarniho zachytu je pacientovi stanovena spravna

diagndza a podéna ptislusna lécba.
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Obr. 1 - Sysmex XN 3000. Foto Lukas Kolafik

Obr. 2 - Sysmex DM 96. Foto Lukas Kolatik
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Obr. 3 - ACL TOP 700. Foto Lukas Kolatik

3.2 Pristrojové vybaveni pro hemokultivaci

Hemokultivace je na OKH zajiSténa satelitnim hemokultivatorem BD
BACTEC™ FX40 (Obr. 4), jeho kapacita je 40 vzorki. Vyhodou BD BACTEC™ FX
40 je modularni uspotadani, kdy je moZzné pro navySeni kapacity spojit az 4 jednotky

tohoto zafizeni v jeden systém a tim rozsitit kapacitu na 160 vzorkd.
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Obr. 4 - BD BACTEC™ FX40 (USA) na OKH. Foto Luké§ Kolatik

3.2.1 Zasady odbéru pro hematologické vySetieni

Proces spravného odbéru vzorku pro hematologické vysetfeni zaCind jiz
pfipravou pacienta. Pro hematologick4 vySetfeni neni nutné, aby byl pacient nalacno.
V ramci dietniho omezeni je vhodné, aby se vyvaroval tuénym jidlim z dvodu mozné
chylozity krve ovliviiujici hodnoty hemoglobinu a chylozity plazmy, ovliviujici
hemokoagulacni vysetieni. Je-li to mozné (stabilni hospitalizovani pacienti), odbér se
doporucuje provadét mezi 7. az 8. hodinou ranni z diivodu fyziologického kolisani
parametri béhem dne. Pfed odbérem je nutné provést kontrolu jména pacienta na
zadance a S§titku na odbérové zkumavce. Vlastni odbér probihd zatazenim paze
turniketem (ne delsi nez 1 minutu a bez ,,pumpovani“ paze) a poté se provede
dezinfekce mista vpichu dezinfekénim ptipravkem Softasept N (Braun). Po zaschnuti
dezinfekéniho piipravku je proveden odbér vaukovym uzavienym odb&rovym
systtmem. Na vySetfeni krevniho obrazu, diferencidlniho rozpoctu leukocytl a
retikulocyt se provadi odbér do zkumavky obsahujici antikoagulac¢ni cinidlo

K3EDTA, pro koagulacni vySetieni se pouzivaji zkumavky obsahujici citrat sodny.
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Vzniku sraZenin v odebrané krvi se zamezi kyvanim zkumavek. Pokud odebirame vice
zkumavek dodrzujeme vzdy zasadu, ze zkumavka odebirand na hemokoagulacni
vySetfeni je vzdy druhd, z divodu vylouceni ptimési tkanového faktoru (Kopac, 2004).
Vzdy je nutné dbat na spravné provedeni odbéru biologického materidlu, stejné
jako na jeho analyzu, jelikoZz laboratorni vysledky poskytuji 60—80 % informaci o
stavu pacienta a 80 % chyb vznikd v rdmci preanalytické faze laboratorniho vySetfeni
(Nikolac, 2013). Metodické pokyny pro provedeni odbéru biologického materialu
k laboratornimu vysetieni vychazeji z dokumentu Clinical and Laboratory Standards
Institute (Ustav pro klinické a laboratorni standardy) - CLSI H3-A6 a CLSI GP41-AG6.

3.2.2 Zasady odbéru pro hemokultivaci

Oddg¢leni klinické hematologie ve FN Motol zajistuje piijem a zacatek kultivace
hemokultur. Pijem hemokultur je provadén vzdy po pracovni dobé Ustavu lékatské
mikrobiologie 2. LF UK a FN Motol. Pro ucely hemokultivace je na OKH umistén
satelitni hemokultivator BD BACTEC™ FX40 (USA).

Odbér krve na hemokultivaci je doporucovan pii podezieni na piitomnost
mikroorganisml v krevnim fecisti. Provedeni odbéru neni vazéno na vzestup teploty
nebo teplotni Spicku. Je vhodné provést odbér pfed podanim antibiotické 1écby.
Minimdlni doporu¢ené mnozstvi krve pro hemokultivaéni vySetfeni je 40 ml, za
vhodné je povazovano 60 ml krve. Jedna lahvicka na hemokultivaci pojme 10 ml krve,
proto je nezbytné odebrat vice lahvicek (4 na 40 ml krve, 6 na 60 ml krve). Anaerobni
a aerobni lahvicky by méli byt odebirdny v poméru 1:1, v pfipadé podezieni na
mykotickou infekeci je nutno pfidat jesté¢ lahvicku na kultivaéni prikaz pivodce
mykozy.  Je doporuovan jednorazovy odbér (vyjma podezieni na infekéni
endokarditidu) z divodu zvySovani rizika kontaminace. Dulezitym aspektem je poradi
odbéru. Jelikoz je na zacatku v odbérovém setu pfitomen vzduch zaciname odbérem
aerobnich lahvicek a nasledné anaerobnich lahvicek. Vzorky urcené ke kultivaci jsou
na OKH dopravovany pomoci potrubni poSty, eventudlné¢ Zurndlni sluzbou
(Laboratorni ptirucka Ustavu 1ékai'ské mikrobiologie FN Motol, 2007).

Pfi pfijmu materidlu je provedena identifikace materidlu se Zzadankou
snaslednym zapsanim do Laboratorniho informaéniho systému (LIS). Poté je

odbérova souprava vlozena do BD BACTEC™, kde probiha kultivace. V ptipadé
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pozitivniho zéachytu je obsluha upozornéna barevnym (Cervena barva u piislusné
lahvicky) a zvukovym upozornénim. Pro rychlej$i zpracovani je pozitivni vzorek
oznacen piimo na lahvicku. Nésledujici den jsou vzorky vyzvednuty zurnalni sluzbou
a urychlené dopraveny k dalsimu zpracovani na Ustav 1ékaiské mikrobiologie 2. LF
UK a FN Motol (www.bd.com, cit. 8. 8. 2020), (Laboratorni piirucka Ustavu lékaiské
mikrobiologie FN Motol, 2007).

Nejcastéji jsou u dospélého pacienta odebirany dvé anaerobni, dvé aerobni a dvé
mykotické lahvicky. Pro pediatrické pacienty jsou uréeny pediatrické lahvicky.
Celkem existuje 16 druhli hemokultur s riznymi kultivaénimi médii. Anaerobni
kultivace trva 10 dni, aerobni kultivace trva 5 dni, mykoticka a pediatricka kultivace
trva az 14 dni (www.bd.com, cit. 8. 8. 2020), (Laboratorni piiru¢ka Ustavu 1ékaiské
mikrobiologie FN Motol, 2007).

Vyhodou spoluprace hematologické laboratote a Ustavu lékatské mikrobiologie
2. LF UK a FN Motol je diivejsi zahajeni kultivace vedouci k rychlejsi identifikaci
bakteridlniho ¢i mykotického agens a zahajenim pfislusné 1écby a minimalizace chyb

pii nespravném skladovani odebranych hemokultur.

3.2.3 Sumarizace prijatych hemokultur na OKH za obdobi 2018-2020

Celkovy pocet pfijatych hemokultur na OKH za obdobi 2018-2020 a jejich
vysledek kultivace je uveden v tabulce 1-3. Piijjem hemokultur na OKH se datuje od

Servence roku 2018.

Tab. 1: Piehled pfijatych hemokultur na OKH v roce 2018

Vysledek kultivace na OKH
Rok 2018
Mé¢sic | Pozitivni | Negativni| Mimo Pocet
celkem
Cervenec 8 286 0 294
Srpen 15 307 0 322
Zari 26 495 0 521
Rijen 31 531 0 562
Listopad 34 727 0 761
Prosinec 46 785 0 831
Celkem 160 3131 0 3291
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Tab. 2: Prehled piijatych hemokultur na OKH v roce 2019

Vysledek kultivace na OKH

Rok 2019
Mésic | Pozitivni | Negativni| Mimo Pocet
celkem

Leden 40 778 0 818
Unor 37 822 0 859
Bfezen 37 752 0 789
Duben 26 726 0 752
Kvéten 39 656 0 695
Cerven 38 694 0 732
Cervenec 27 789 0 816
Srpen 40 662 0 702
Zafi 47 794 0 841
Rijen 35 615 0 650
Listopad 52 602 30 684
Prosinec 22 610 93 725
Celkem 440 8500 123 9063

Tab. 3: Piehled pfijatych hemokultur na OKH v roce 2020

Vysledek kultivace na OKH

Rok 2020
Mésic | Pozitivni | Negativni| Mimo Pocet
celkem

Leden 36 600 22 658
Unor 25 682 70 777
Biezen 29 585 9 623
Duben 42 524 7 573
Kvéten 36 548 6 590
Cerven 45 683 35 763
Cervenec 44 596 17 657
Srpen 29 570 24 623
Zafi 35 662 25 722
Rijen 36 722 9 767
Listopad 25 674 78 777
Prosinec 33 793 53 879
Celkem 415 7639 355 8409
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Tab. 4: Vysledky hemokultivace ha OKH v obdobi
2018-2020

Vysledky hemokultivace na OKH
Obdobi 2018-2020

Vysledek kultivace Pocet celkem
Pozitivni 1015
Negativni 19270
Mimo 478
Celkem 20763

Hemokultury s ozna¢enim ,,MIMO* byly pfijaty na OKH po naplnéni kapacity
BD BACTEC™. Z tohoto diivodu nemohly byt dany ke kultivaci na OKH. Kultivace
té&chto hemokultur za¢inala az na Ustavu lékatské mikrobiologie 2. LF UK a FN

Motol.

Tab. 5: Pehled pozitivnich vysledka kultivace na OKH v obdobi

2018-2020
Pozitivni kultivace na OKH
Obdobi 2018-2020

Rok C%!!(em Pozitivni kultivace

prijato Absolutni ¢isla | Procenta
2018 3291 160 4,9
2019 9063 440 4,9
2020 8409 415 4,9

Vysledky ztabulky ¢. 4 nam wukazuji zastoupeni pozitivnich hemokultur
zjisténych béhem kultivace na OKH. Hemokultury byly nasledné piedany na Ustav
1ékatské mikrobiologie 2. LF UK a FN Motol k dalSimu zpracovéani. U pozitivnich
hemokultur byly provedeny dalS$i kroky vedouci k identifikaci infekéniho agens.
Negativni hemokultury byly postoupeny k dal$i hemokultivaci dle typu odbérového
setu. Ve sledovaném obdobi ¢ervenec 2018 az prosinec 2020 bylo v kazdém roce

detekovano cca 5 % pozitivnich hemokultur.
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3.3 Zasady spravné laboratorni praxe

Vyhlagka ¢. 163/2012 Sh., o zéasadach spravné laboratorni praxe zpracovava
ptislusné piredpisy Evropské unie (EU), zdroven navazuje na piimo pouzitelné
piedpisy EU a upravuje zasady spravné laboratorni praxe (vyhlaska ¢. 163/2012 Sb.).
V ,Priloze ¢. 2 k vyhlasce ¢. 163/2012 Sb.” pod bodem “3.10. Standardni operacni
postupy“ (SOP) je uvedeno, které informace musi byt zapracovany v tomto
dokumentu. Jedna se o soubory pokynd, které maji pomoci zaméstnancim ve
vykonavani rutinnich operaci v laboratofi. Mezi hlavni tkoly SOP patii standardizace
prace v laboratofi a jeji zefektivnéni. VSechna pracovisté laboratofe jsou povinna
poskytnout zaméstnancim aktualni verzi SOP (vyhlaska ¢. 163/2012 Sb.).

Na OKH ve FN Motol jsou SOP rozd¢leny na SOP technické a SOP metodické.
Technické | metodické SOP maji vazbu na akreditaéni standardy CSN ISO
15189:2013. Technické SOP upravuji oblast technického vybaveni (analyzatory a dalsi
pristrojové vybaveni) laboratofe. Poskytuji informace o praci na jednotlivych
analyzatorech, vcetn€ jejich udrzby a pravidelného servisu. Metodické SOP tvofi
soubor postupit k provedeni jednotlivych vySetfeni, véetné moznych interferenci a

provedeni interni kontroly kvality. Vzorova metodicka SOP je soucasti ptiloh.

3.4 Jednotlivé useky hematologické laboratoie

Oddéleni klinické hematologie je soucasti komplementu FN Motol. Ma dvé casti:
laboratorni a klinickou. Laboratof provadi rutinni a specidlni hematologicka vysetfeni
pro FN, konziliarné i1 s nadregionalni plsobnosti. Morfologickd laboratot je
referenénim pracoviitdm pro viechny hematologické malignity détského véku v CR.
Klinicka cast je rozdélena na ambulanci a stacionaf. V roce 2013 ziskalo pracoviste

statut hematologického oddéleni s roz$itenou péci.
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3.4.1 Prijem materialu

Pracovni postupy piijmu materialu na OKH ve FN Motol jsou fizeny pomoci
interni smérnice ,, Prijem biologického materialu“ s vazbou na akreditacni standardy
CSN ISO 15189:2013. Hlavnim obsahem jsou pokyny upravujici piijem biologického
materidlu na OKH a postupy pfi feSeni neshodné prace. Nezbytnou soucasti jsou
souvisejici smérnice FN Motol napt. laboratorni pfirucka a provozni fad OKH,
smérnice o nakladani s nebezpeCnymi chemickymi latkami ve FN Motol, smérnice o
nakladéani s dezinfekénimi piipravky a hoflavinami ve FN Motol atd. (smérnice lab.
ISL_10KH_07/2011-6).

Pracovnik zajiStuje ptijem vSech vzorki doruenych do hematologické laboratote.
Vzorky jsou doruCovany nejéastéji potrubni postou, dale osobnim dorucenim
pacientem ¢i zurnalni sluzbou. Probiha zde tfidéni vzorki podle zadaného vySetieni
s naslednou evidenci do LIS. Pfijjem materialu je prvnim stanovistém, kde probiha
kontrola dodrzeni preanalytickych podminek vySetfeni, dostate¢né mnozstvi materialu,
pfitomnost sraZeniny ve vzorku atd. Denné je do laboratofe doruceno ptiblizné 1500

vzorku.

3.4.2 Krevni obrazy a diferencialni rozpocet

Technické SOP na tuseku laboratofe krevnich obrazi upravuji oblast prace na
hematologickych analyzatorech urenych pro stanoveni hodnot krevniho obrazu a
analyzy télnich tekutin. Také se zde pripravuji natéry periferni krve pro nasledné
mikroskopické vySetfeni. Metodické SOP jsou déleny dle ,,vySetfovacich profila*
(krevni obraz, diferencidlni rozpocet leukocytii, retikulocyty a télni tekutiny)
zahrnujici jednotliva diléi stanoveni vySetfovaciho profilu.

Prvnim krokem pifi vySetieni krevniho obrazu je kontrola kompatibility
(identifikace) jména pacienta na odbérové soupravé a jména pacienta na zadance.
Nasledn¢ probiha druhd kontrola preanalytickych podminek a po téchto dvou
kontrolach je pristoupeno k samotnému vySetfeni vzorku. Analyza probiha na plné
automatizovanych analyzatorech, kdy je vzorek obsluhou vlozen do potadového

stojanku na zkumavky. Z laboratorniho informacniho systému si analyzator stahuje
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pozadavky na vySetieni a po dokonceni analyzy je vysledek odeslan do LIS ke

kontrole a naslednému uvolnéni do nemocni¢niho informac¢niho systému.

3.4.3 Hodnoceni morfologie bunék

Technické SOP na iseku morfologie upravuji praci na analyzatorech pro digitalni
morfologii, na jednotlivych mikroskopech a hematologickych sumatorech. Metodické
SOP zahrnuji Cinnosti: pfipravu nétéru periferni krve, mikroskopické hodnoceni
trombocytl, erytrocyti a mikroskopického stanoveni poctu retikulocytt, schistocytt a
leukocytl. Soucasti je i vySetieni na malarii (viz kap. 3.1.1).

Usek rutinni morfologie zajistuje mikroskopické hodnoceni natéri periferni krve.
NejCastéji se vyuziva digitdlni morfologie, méné casto odecet ve svételném
mikroskopu. Hodnoceni natért kostni dfené, mozkomisniho moku (likvoru) a dalSich
biologickych materiald (ascity, punktaty, broncho-alveolarni lavaze atd.) se provadi na
useku specidlni morfologie. Morfologickd laboratof je akreditované referencni
pracovisté pro détska hemato-onkologicka onemocnéni v ramei CR.

Laborator cytochemicka — provadi cytochemicka barveni. V bunce se provadi
detekce urcitych struktur nebo enzyml napf. polysacharidy, Zelezo ¢i enzymy
(myeloperoxidaza, kysela fosfataza atd.). Pfitomnost téchto slozek vyznamné poméaha

V urceni pfislusnosti bunék k jednotlivym vyvojovym liniim a ke stanoveni diagnozy.

3.4.4 Hemokoagulaéni vySetieni

Technické SOP pro hemokoagulacni vySetieni fe$i pracovni postupy na
hemokoagulac¢nich analyzatorech a analyzatorech pro testovani funkce trombocyti
véetné piidatnych zafizenich (centifrugy). Metodické SOP se zamétuji na jednotlivé
koagula¢ni vySetfovaci testy.

Usek koagulagni laboratote provadi vysetieni celého systému hemokoagulace,
od primarni hemostazy (kontrola funkce trombocytd — agregace trombocyti), po
vlastni systém hemokoagulace a v¢etné systému inhibice koagulace. Provadi vySetieni
Sirokého spektra rutinnich koagula¢nich testd a také metody specialni (vySetfeni

koagula¢nich faktorii, lupus antikoagulans atd.). Pokud je pacient I1éCen
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antikoaglaénimi preparaty, napi. Pradaxa, Xarelto, Apixaban atd., tak se provadi
stanoveni jejich koncentrace V plazmé pacienta. Koagula¢ni laboratoi pusobi jako

referenéni laboratoi pro poruchy hemostazy (koagulace) u déti v ramci CR.
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4 BIOCHEMICKE VYSETRENI

4.1 C —reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) je protein, skladajici se zpéti lobularnich
polypeptidovych jednotek. Kazda polypeptidova jednotka obsahuje dva atomy Ca?",
Molekulova hmotnost je 120 kDa. Jedna se o bilkovinu akutni faze, podporuje
fagocytozu bakterii, paraziti a imunokomplexti, pisobi jako opsonizaéni faktor.
Pomoci metabolismu prostaglandini mize ovlivilovat funkci trombocyti. Za
patologickych stavii napt. u infekce vyvolané cytomegalovirem mtize dochazet vlivem
vysoké hladiny CRP k poSkozeni organismu. MiiZe dochazet k vytvotreni komplexu C-
reaktivniho proteinu a lipoproteinu o nizké hustot¢ (CRP-LDL) nebo C-reaktivniho
proteinu a lipoproteinem s velmi nizkou hustotou (CRP-VLDL) a tim k urychleni
rozvoje aterosklerozy (Kopac, 2004). U Alzheimerovy choroby dochazi k jeho
nadmérné tvorbé v pyramidovych buiikdch (mozkova kiira), které jsou jim nasledné
poskozovany. K syntéze dochazi v jatrech a je podporovana interleukinem 6 (IL-6).
Vysetfeni CRP je vyuzivano v mediciné k odliSeni bakteridlni infekce od infekci
vyvolané viry. Pfi bakteridlni infekci dosahuje hodnota CRP  100-300 mg/1 i vice. U
virové infekce dochazi ke zvySeni hodnoty do 50 mg/l (Kopag, 2004). Ke zvyseni
hladiny CRP dochazi v rozmezi 6-9 hodin a svého maxima dosahuje za 1-3 dny
(Racek, 1999). CRP lze vyuzit i pti predikci ischemické choroby srdeéni, pii pouZiti
postupu vysoce senzitivniho CRP testu (CRP-hs). Hladinu CRP muzeme stanovat
v Krvi — sérum/plazma ¢i v mozkomisnim moku. Stabilita v séru je deklarovana pfi
pokojové teploté maximalné 4 hodiny, 1 tyden pfi teploté 4 °C.

Hodnoty CRP mohou byt sniZeny: abstinenci alkoholu po dobu del§i nez 3
tydny, mirnou konzumaci alkoholu, 1éky — aspirin, statiny, glukokortikoidy, pii 1é¢bé
Wobenzymem ¢i po porodu cisaiskym fezem (Kopac, 2004).

Hodnoty CRP miize zvySovat: télesné cviceni (béh nad 20 km, normalizace
hladiny do 6 dni), koufeni — u muzi az jedenactindsobné zvySeni, u zen az

Sestinasobné zvySeni, obezita, l1écba IL-2 a IL-6 ¢i tumor necrosis factor-o
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(TNF- o), t€hotenstvi, peroralni antikoncepce, estrogeny ¢i vyS$i nadmoiska vyska,
hodnota triacylglycerola do 5,65 mmol/l (Kopac, 2004).
Fyziologické rozmezi u novorozencit do 3 dnl véku se udava do 10 mg/l, pro

ostatni jednice plati hodnota v rozmezi 0-5 mg/I.

4.2 Stanoveni C—reaktivniho proteinu v séru/plazmé

Stanoveni CRP ve FN Motol probihd nej€astéji analyzatorem SIEMENS ADVIA
1800 (Némecko) na Ustavu 1ékaiské chemie a klinické biochemie 2. LF UK a FN
Motol. Pracovni kapacita analyzatoru je az 1800 testii za hodinu, ¢i 200 zakladnich
metabolickych panelt za hodinu. Analyzator disponuje kontrolou integrity vzorku,
rychlou detekci hladiny a srazenin, a je schopny analyzovat mikroobjemové vzorky

(www.diagnostika.seimens.cz, cit. 21. 9. 2020).
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II. EXPERIMENTALNI CAST

5 SPOLUPRACE HEMATOLOGICKE LABORATORE
S URGENTNIM PRIJMEM

Po prijeti vzorku krve (jiného biologického materialu) na ,,pfijmu materialu“ je
provedena kontrola dodrzeni podminek preanalytické faze laboratorniho vySetieni a
vzorek je nasledné zapsan do LIS. Poté je vzorek piedan na pfislusny usek
hematologické laboratote dle druhu pozadovaného vySetfeni. Pred Ssamotou
analytickou fazi opét prob&éhne kontrola dodrzeni preanalytické faze laboratorniho
vySetfeni. Po provedeni pozadovaného vysetieni je vysledek kontrolovan pracovnikem
laboratotfe ve vztahu na pohlavi, vék, diagnozu a piedeslé vysledky pacienta. Pokud
jsou ziskané hodnoty v souladu s tabelarnimi hodnotami, vysledek je propustén z LIS
do nemocniéniho informaé¢niho systému (NIS). V ptipadé pochybnosti 0 spravnosti
vysledku, provede pracovnik laboratofe opakovanou analyzu vzorku (zaneseno do
vysledku — opakované zpracovano), eventualné vysledek telefonicky konzultuje
s oSetfujicim l1ékatem nebo se zdravotni sestrou, ktera byla odpovédna za provedeni
odbéru. Vysledek je po propusténi do NIS kontrolovan druhym zdravotnim laborantem
a nasledné je provedena kontrola odbornym pracovnikem V laboratornich metodach
nebo lékafem laboratofe.

V piipadé, ze vysledek obsahoval hodnoty indikujici mikroskopické vysSetfeni
(trombocyty pod 100 x 10%/1, leukocyty nad 30 x 10%I, nebo nevyhovujici zastoupeni
jednotlivych populaci leukocytti atd.) je vytvofen natér periferni krve, ktery je
nasledn¢ predan na usek rutinni morfologie. Zde je provedeno mikroskopické
vyhodnoceni zahrnujici identifikaci jednotlivych populaci leukocytl a popsani jejich
morfologie. Soucasné je vyhodnocena morfologie erytrocytt a trombocyta.

Pokud vysledek pacienta obsahuje atypickou hodnotu proti tabelarnim udajim
stanovenych CHS JEP, pak je postup nésledujici. Je provedeno telefonické nahlaseni
vysledku na odd¢leni, které vySetieni pozadovalo. Soucasné je proveden zaznam 0
hlaseni do programu pro elektronické sdileni dokumenti a hlaseni vysledka

(LotusLab). Zaznam v programu LotusLab obsahuje tyto informace: pfesnou
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identifikaci pacienta, pozadujici oddéleni, dtvod telefonického hlaseni, jméno

pracovnika laboratoie, ktery provedl hlaseni a jméno osoby, ktera informaci piijala a

Vv posledni casti dotazniku je uvedena atypicka hodnota. Tabulka 6 uvadi zaznam

v programu LotusLab.

Tab. 6: HlaSeni atypickych hodnot v programu LotusLab

HlaSeni vysledkd a chybnych odb&ra

Usek:
Analyzatory krevnich obrazi
Cislo Zadanky: Divod: |
418 Neocekavana hodnota
Oddéleni: o
EXPA-Odd.urg. pfijmu dét.amb.centr.
Jméno pacienta: Rok narozeni:
2017
Datum+&as: | Hiasil: |

31.07.2020 10:37

DiS. Lukas Kolafik

Sestra/Lékal: | [ Tel@islo: |
MUDr. 3661

(Poznémia |
Piitomnost virocyti

[Zapsal | Datuma éas: |
DiS. Lukas Kolafik 31.07.2020 10:37

Pfi spolupraci S urgentnim piijmem pro déti a dorost a urgentnim piijmem pro

dospélé jsou do telefonického hlaseni zahrnuty i morfologické nalezy smétujici

k identifikaci infekcniho agens. Nejcastéji se jedna 0 nalez ,,virocyti* znacici mozné

virové agens jako pavodce klinickych ptiznakt (EBV, Morbillivirus, virus horecky

dengue), mén¢ casto ,lymfocyty shlubokymi zatezy v jadie”, které lze detekovat

v piipadé pertuse. Pokud jsou prokazané ,,virocyty, je dulezité myslet na provedeni

virologického vySetteni vedouciho k identifikaci vyvolavajiciho agens.
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V programu LotusLab ve sledovaném obdobi (30. 03. 2019 — 20. 11. 2020) bylo na
OKH FN Motol zachyceno celkem 100 pacientt S pfitomnosti virocytd. Nasledné
virologické vysetieni nebylo provedeno u 31 z nich (tj. 31 %). V souboru zistalo 69
pacientl. Nejcastéji prokazanym infekénim agens u této skupiny pacientt byl ptivodce
infekéni mononukleézy — EBV. Celkem se vyskytoval u 55 pacienti, tj. v 80 %
piipadii. Druhym nejcastéji prokazanym agens byl CMV, byl detekovan u 5 pacientt,
tj. v 7 % ptipadi. Lidsky herpesvirus 6 byl prokazan u 3 pacientii, zbyvajici tii virovi
puvodci se vyskytli u tfi riznych pacientii. Ve dvou pripadech byl prokazan bakterialni
pivodce a u jednoho pacienta stfevni parazit. Praimérny vek pacientt byl 17 let se
smérodatnou odchylkou 13,8 let. Mikrobiologické vysetfeni bylo provedeno na Ustavu

l¢katské mikrobiologie 2. LF UK FN Motol.
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6 NOVY INDIKATOR V DIAGNOSTICE INFEKCNI
NEMOCI

6.1 Intensive Care Infection Score parameter

Sledovany parametr ,,Intensive Care Infection Score parameter (ICIS) odrazi
silu imunitni reakce na bakterialni infekci a pomahad v rozliSeni mezi infekénim a
neinfekénim stavem (Svobodova, 2019). Parametr ICIS neni parametrem v pravém
slova smyslu, ale ptfedstavuje skore. Jednotlivé hodnoty péti parametri: absolutni
pocet neutrofilnich segmentt (sN#), stupenn aktivace neutrofilnich segmentd (sNFL),
absolutni pocet nezralych neutrofil (alG#), absolutni pocet lymfocytd produkujici
protilatky (ASL#) a delta hemoglobin (dCHC) daji vznik kone¢né hodnoté parametru
ICIS. Hodnota delta hemoglobin je rozdil v koncentraci hemoglobinu v retikulocytech
a erytrocytech (Geest, 2016). Kazdy dil¢i parametr mize nabyvat hodnot 0 az 4, tedy
rozmezi parametru ICIS se pohybuje od 0 do 20. Hodnota parametru ICIS pod 5 je
povazovéna za negativni vysledek, hodnota 5 za hrani¢ni vysledek a hodnoty vyssi nez
5 za pozitivni (Svobodova, 2019).

Absolutni pocet neutrofilnich segmentti (sN#) — zvySeny pocet neutrofilnich
segmentl je charakteristicky indikator bakteridlni infekce a zané&tu obecné. Jednotky
parametru sN# jsou cells/pul (Nierhaus, 2012).

Aktivace neutrofilnich segmenti (sNFL) — vyjadiuje metabolickou aktivaci
neutrofilnich segmentd. Ta se zvySuje pii aktivaci asné vrozené imunitni odpovédi.
Prvni pfiznaky metabolické aktivity neutrofilnich segmenti jsou viditelné jiz v prvnich
minutach procesu. Jednotkou parametru SNFL je intezita fluorescence v kanale (FI-ch)
(Nierhaus, 2012).

Absolutni pocet nezralych neutrofilt (alG#) — vyjadifuje potiebu organismu po
neutrofilnich granulocytech v periferni krvi. Pfi jejich zvySeném vyplavovani z kostni
dfené dochézi k vyplaveni méné zralych forem (neutrofilni metamyelocyty, neutrofilni
myelocyty a promyelocyty). Tento proces indikuje zavaznost ¢asné vrozené imunitni

odpovédi. Jednotky parametru alG# jsou cells/ul (Nierhaus, 2012).
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Absolutni pocet lymfocytt produkujici protilatky (ASL#) — k produkci protilatek
dochazi v prabéhu nékolika hodin patologického procesu. Protilatky produkuji
aktivované B lymfocyty. Jednotky parametru ASL# jsou cells/ul (Nierhaus, 2012).

Delta hemoglobin (dCHC) — vlivem spotieby Zeleza bakteridlnimi agens dochazi
k jeho nedostatku pro hematopoézu, coz vyvola snizenou syntézu hemoglobinu, kterou
Ize nasledné pozorovat Vv niz§im obsahu hemoglobinu V retikulocytech. Jednotky
parametru dCHC jsou pg (Nierhaus, 2012).

Parametr ICIS nelze pouzit u pacienti mladSich 18 let z divodu jinych
referencnich rozmezi, dale u pacientli s hematologickym onemocnénim, onkologickym
onemocnénim, po transplantaci ¢i u pacienti lécenych imunomodulaéni lé€bou
(Svobodova, 2019).

Mezi hlavni piednosti parametru ICIS patii jednoduchd metodika vysetieni.
Parametr ICIS je métfen v ramci standartnich hematologickych vySetfeni (krevni obraz,
diferencialni rozpocet leukocyti a retikulocyty), ktera jsou obvykle soucasti vySetfeni
u pacientli pfijatych na urgentni ptijem. Mezi dalsi vyhody patii ¢asova dostupnost
vysledku, ktery je znam do 10-15 minut od doruceni vzorku do hematologické
laboratote. Cena vySetfeni ICIS + vySetieni krevniho obrazu, diferencialniho rozpoctu
leukocytt a retikulocytd je cca 163. - K¢. Cena vySetfeni hladiny CRP ¢ini 150. - K¢.

Nevyhodou parametru je vSak jeho omezeni pro pouziti. Pfi jeho indikaci je
zapotiebi znat podrobné pacientovu anamnézu, zda se nelé¢i na hematologické nebo
onkologické onemocnéni, nebo zda neuziva imunomodulacni 1é€bu (napf. pacienti po

transplantaci).

56



6.2 Vlastni Setfeni parametru ICIS

6.2.1 Metodika

6.2.1.1 Administrativni postupy

Ovérovani validity parametru ICIS jako vhodného indikatoru k odliseni zanétlivé
systétmové reakce od nezanétlivé systémové reakce probéhlo na oddé€leni klinické
hematologie ve FN Motol ve spolupraci s oddélenim urgentniho pifijmu pro dospélé
ve FN Motol. Pred zacatkem studie bylo nutné ziskat legislativni informace od
pracovnika zmocnéného pro obecné nafizeni o ochrané osobnich tudaji (GDPR) a
podat zadost na etickou komisi FN Motol (viz ptiloha ¢. 1 a 2).

Do studie byli zafazeni pacienti piijati k oSetfeni na urgentnim pijmu pro
dospélé v obdobi od 3. 11. 2018 do 3. 6. 2019. Do souboru pacientii byly zatazeny
osoby s hodnotou ICIS 4 a vice a minimalni v&k ¢inil 18 let. Celkovy pocet tvoiilo 833
pacientt. Ze souboru byli vylouceni nasledujici pacienti — onkologickym ¢i
hematologickym onemocnénim, po prodélané transplantaci organi a pacienti, u
kterych nebylo provedeno soucasné stanoveni parametru ICIS a CRP. Absolutni pocty
celkové vybranych a vyfazenych osob z divodu nezadouci diagndzy jsou uvedeny

v tabulce 7.

Tab. 7: Absolutni pocty celkové vybranych a vyfazenych osob

Absolutni poéty celkové vybranych a vyirazenych
osob z diivodu nezadouci diagnozy
Vytazeni pacienti Pocet
Onkologicka diagnoza 131
Hematologicka diagnoza 71
Pacienti po transplantaci 41
Pacienti bez CRP a ICIS 23
Pocet vybranych pacientt pro studii 564

V programu Microsoft Office Excel 2007 byla vytvofena tabulka pro ukladani
dat nasledujicich indikatori: WBC, ICIS, CRP. Tabulka dale obsahovala vstupni a

vystupni diagnézu a zaznam o provedeni a vysledku mikrobiologického vySetieni. Po
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ziskani potiebnych vysledki vySetfeni probéhla anonymizace udaji dle pokyni

pracovnika pro GDPR.

6.2.1.2 ROC analyza

Pro statistické hodnoceni bylo nezbytné stanovit hodnotu (cut-off value) ICIS
parametru a CRP vyjadiujici pfitomnost bakteridlniho agens jako ptivodce infekce. Pro
ICIS parametr byla zvolena hodnota 6 na zakladé doporufeni vyrobce
hematologickych analyzatorti (Sysmex, 2015) a tato hodnota byla ovéfena pomoci
ROC analyzy pii statistickém hodnoceni. ROC analyza (z angl. Receiver operating
charakteristic) je statistickd metoda, vyuZivana v laboratorni medicin€ k posouzeni
spravné a faleSné pozitivy a spravné a faleSné negativity. Metoda vyuziva analyzu
ROC kiivek, kdy je popisovan vztah mezi senzitivitou a 1-specifitou (falesnou
pozitivitou) laboratorniho testu s riznymi hodnotami cut-off. Nejvhodnéjsi hodnota

cvwr

vysledku (Graf 2, Tabulka 8 a 9).
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Graf 2: ROC ktivka
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AUC (Area Under the Curve) = 0,703, p < 0,001, 95 % CI =0,630-0,776
Interval spolehlivosti hodnot Area Under the Curve (plochy pod ki#ivkou) je 0,630 —
0,776.

Z ROC analyzy vyplyva, ze pii cut-off hodnoté ICIS parametru 5,5 je senzitivita testu
65,3 % a specifita testu 61,5 %. Data potvrzuji, Ze hranice ICIS cut-off ICIS parametru

6 je zvolena spravng.

Tab. 8 - Test Result Variable(s): ICIS

Asymptotic 95 % Confidence
Asymptotic Interval
Area Std. Error® ySi pb U
. er
g Lower Bound PP
Bound
,703 ,037 ,000 ,630 776

The test result variable(s): ICIS has at least one tie between the positive actual
state group and the negative actual state group. Statistics may be biased.
a. Under the nonparametric assumption

b. Null hypothesis: true area = 0.5

59



Tab. 9 - Coordinates of the Curve

Coordinates
of the Curve

Sensitivity

1 - Specificity

Coordinates
of the Curve
Coordinates
of the Curve
Coordinates
of the Curve
Coordinates
of the Curve
Coordinates
of the Curve
Coordinates
of the Curve
Coordinates
of the Curve
Coordinates
of the Curve
Coordinates
of the Curve
Coordinates
of the Curve
Coordinates
of the Curve
Coordinates
of the Curve
Coordinates
of the Curve

1,000

1,000

1,000

,864

,653

,490

,395

,218

,150

,088

,034

,014

,000

1,000

,985

,969

677

,385

,154

,092

,046

,046

,015

,000

,000

,000
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Pro CRP parametr byla pouzita tabelarni hodnota 100 mg/l (Kopaé¢, 2004).
Statistické hodnoceni bylo provedeno s hodnotami vysledkti ze vstupniho vySetieni

pacienta pfi pfijmu na urgentni piijem pro dospélé FN Motol.

6.2.2 Vysledky

Vlastni ovéreni vhodnosti pouziti parametru ICIS prob€hlo pomoci statistického
hodnoceni mezi ICIS a CRP se stanovenim: senzitivity, specifity, pozitivni prediktivni
hodnoty, negativni prediktivni hodnoty a shody. Hodnoceni bylo provedeno u pacient

s infekci mocovych cest, dychacich cest a septickym stavem.

Tab. 10: Absolutni pocty pacientt pro infekce vybranych
systémil

Absolutni pocty pacientt pro infekce
vybranych systému

Systém Pocet
Infekce mocovych cest 62
Infekce dychacich cest 115
Septické stavy 35

6.2.2.1 Pacienti s infekci mocovych cest

Tab. 11: Hodnoceni parametru ICIS u mocovych infekci

CRP
100 mg/l a
nad 100 mg/l mens Celkem
ICIS 6-20 21 8 29
dod 22 11 33
Celkem 43 19 B2
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Tab. 12: Hodnoceni parametru ICIS u mo¢ovych infekei

Hodnoceni parametru ICIS u moc¢ovych infekcich
Oaninars [ | sma
Senzitivita 0,488 48,8 33,31 64,5
Specificita 0,579 57,91 33,5] 79,8
Pozitivni prediktivni hodnota 0,724 72,4]158,8182,8
Negativni prediktivni hodnota 0,333 33,3 23,6 | 44,7
Presnost (shoda) 0,516 51,6] 38,6 64,5

Pro hodnoceni parametru ICIS u mocovych infekci bylo pouZzito 62 pacientil.
Statistickym hodnocenim bylo zjisténo, ze u mocovych infekcich jsou hodnoty

senzitivity a specifity nizké.

6.2.2.2 Pacienti s infekci dychacich cest

Tab. 13: Hodnoceni parametru ICIS u infekci dychacich

cest
CRP
100 magl a
nad 100 mg/l mene Celkem
ICIS 5-20 51 12 83
do & 26 25 52
Celkem T 38 118

Tab. 14 - Hodnoceni parametru ICIS u infekci dychacich cest

Hodnoceni parametru ICIS u infekci dychacich cest
Ot [ o5 [ o9nc
Senzitivita 0,662 66,2 | 54,6 | 76,6
Specificita 0,684 68,4151,4]825
Pozitivni prediktivni hodnota 0,810 81,0]72,2]875
Negativni prediktivni hodnota 0,500 50,0 | 50,6 | 59,4
Ptesnost (shoda) 0,670 67,0| 576|754




Pro hodnoceni parametru ICIS u infekci dychacich cest bylo vyuzito 115
pacientl. Statistickym zhodnocenim bylo zjisténo, ze test u infekci dychacich cest
dosahoval ve vsech parametrech lepSich vysledki, nezli u infekci mocovych cest.
Intervaly spolehlivosti se prekryvaji, to znamend, ze v populaci mize byt senzitivita a

specifita stejna.

6.2.2.3 Pacienti v septickém stavu

Tab. 15: Hodnoceni parametru ICIS u septického stavu

CRP
100 mg/l a
nad 100 mg/h mene Celkem
ICIS g-20 24 5 29
do B 3 &
Celkem 27T 3 35

Tab. 16: Hodnoceni parametru ICIS u septického stavu

Hodnoceni parametru ICIS u septickych stavi
Ofteans T os | s
Senzitivita 0,889 88,91708]197,7
Specificita 0,375 375| 85 |755
Pozitivni prediktivni hodnota 0,828 82,8173,4]89,3
Negativni prediktivni hodnota 0,500 50,01 19,91 80,1
Presnost (shoda) 0,771 77,1159,9189,6

Pro hodnoceni parametru ICIS u septickych stavii bylo vyuzito 35 pacientt. U
septickych stavil byl test vice senzitivni nezli specificky. Specifita testu dosahovala

nejvice ze vsech systému (88,9 %).
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7 ZAJIMAVE KAZUISTIKY VE FN MOTOL

7.1 Kazuistika | — infekéni mononukleéza

Pacient XX, ro¢nik 2011

Pfijat na oddéleni urgentniho pfijmu pro déti a dorost s diagnézou horecka.

[ CELLAVISION DM96, SYSMEX 3000

Krevni obraz (plna krev): Diferenciil - mikroskopicky:
WBC 54 x10091  [¥ 45-14.5 Lymfocyty * 0,638 - [+ 0.290-0.520
RBC 475 x10M21  [¥] 4.00-5.20 Monocyty * 0.091 - [1* 0.000-0.090
HGB 133 g/l [*1 115-155 Segmenty * 0.138 - 1 0.410-0.630
HCT 0.367 11 [*1 0.350-0.450 Tyte * 0123 - [* 0.000-0.040
MCV 713 fl [*] 77.0-95.0 Bazofily 0.005 - [*1 0.000-0.020
MCH 28.0 pg *1 25.0-33.0 Plasm.buiky  * 0.005 — [ 0.000-0.000
MCHC 362.4 g/l *] 310.0-370.0 NRBC 0 /100WBC [*] 0-0
RDW 120 % *] 11.5-14.5 Lymfocyty# 3.445 x10M9/1 *1 1.300-7.500
PLT * 136 x10M91  *[) 150-450 Monocyty# 0.491 x1079/1 [*] 0.000-1.300
MPV * 133 [1* 7.8-11.0 Bazofily# 0.027 x1079/1 [*] 0.000-0.300
PCT 0.180 % 0.120-0.350 | Neutr(Se+Ty)# * 1.409 x10°9/1 #[ | 1.900-9.700
PDW * 183 1l [* 9.0-17.0 Abs.potplasb * 0.030 x10%9/1 []* 0.000-0.000
P-LCR * 517 % []* 15.0-35.0
NRBC viz mikr

KomentaF:

Opakovane zpracovano

Morfologie leukocytii:

elementy charakteru !dYMO;polymorfni lymfocyty;plasmaticka reakce lymfocytu;reaktivni formy lymfocytu;L.GL
lymfocyty;polym()rﬁn monocyty;reaktivni formy monocytu;hrubsi granulace neutrofilu;vakuolizace plasmy neutrofilu;pelgeroidni
formy neutrofilu;jaderne stiny;nekrobiozy+

Morfologie trombocyti:
7 0za trom| ;makrotrombocyty;Pocet PLT mikroskopicky overen i
VA i cman aallXdae e AIVITS NI/NFAIS Arnemis nomemis o comesie = amm o an = |

Obr. 5 Vstupni krevni obraz I. Foto Lukas Kolatik

Znaky vedouci k podezieni na infekci zpisobenou virem Ebstein-Barrove: ptitomnost
virocytt, polymorfni lymfocyty, plazmaticka reakce lymfocyta, reaktivni lymfocyty,
nekrobidzy a pelgeroidni formy neutrofilt.

- '6 ovd

A = Oa

Obr. 6-8 Virocyty. Foto Lukas Kolatik
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Jaags

Obr. 9-11 Nekrobidzy. Foto Lukas Kolaiik

——

Obr. 12-14 Pelgeroidni formy neutrofilnich granulocytti. Foto Lukas Kolatik

Primoinfekce infekéni mononukledzy nasledné potvrzena na zakladé imunologického

vysetieni:

anti VCA IgG: 67,6 U/ml
anti VCA IgM: nad 160 U/ml
anti EA-D IgG: 86,4 U/ml
EBNA | IgG: negativni
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7.2 Kazuistika 11 — Bordetella pertussis

Pacient XX, ro¢nik 2018

Ptijat na détské oddéleni s diagnozou kasel

CELLAVISION DM96. SYSMEX XE 5000

Krevni obraz (plna krev): Diferencial - mikroskopicky:
WBC ! 41.8 x10M1 [ 6.0-17.5 Lymfocyty * 0.768 -- [* 0.510-0.710
RBC 4.84 x10M21 [%] 3.70-5.30 Monocyty 0.036 -- *1 0.010-0.090
HGB 119 gI [*] 105-135 Segmenty * 0175 -- *1] 0.210-0.420
HCT 0.345 11 [*1 0.330-0.390 Eozinofily 0.011 -- [*] 0.000-0.070
MCV 713 fl [*1 70.0-86.0 Bazofily 0.005 -- [*] 0.000-0.020
MCH 24.6 pg [*] 23.0-31.0 Plasm.butiky  * 0.005 -- [ 1% 0.000-0.000
MCHC 3449 gl [*1 300.0-360.0 NRBC 0 /100WBC [*] 0-0
RDW * 159 % [1* 11.5-14.5 Lymfocyty#  * 32.102 x1079/1 []* 3.100-12.400
PLT * 836 x10M91 []* 150-450 Monocyty# 1.505 x10791  [¥] 0.100-1.600
MPV 8.7 fl 7.8-11.0 Eosinofily# 0.460 x1079/1  [*] 0.000-1.200
PCT * 0730 % [1* 0.120-0.350 Bazofily# 0.209 x10791  [¥] 0.000-0.300
PDW 9.1 fl 9.0-17.0 Neutr(Se+Ty)# 7.315 x10791  [¥] 1.300-8.100
P-LCR * 141 % i | 15.0-35.0 Abs.potplasb * 0210 x10791  []* 0.000-0.000
NRBC viz mikr

KomentaF:

Oddgleni upozornéno

Morfologie leukocytii:

lymfocyty s jadry se zarezy;polymorfni lymfocyty;reaktivni formy lymfocytu;hrubsi granulace neutrofilu;vakuolizace plasmy

neutrofilu;jaderne stiny

Morfologie erytrocytii:

stomatocyty;anizochromie

Morfologie trombocyti:

Po&et PLT mikroskopicky ovéfen.

Obr. 15 Vstupni krevni obraz 1. Foto Lukas Kolatik

Znaky vedouci k podezieni na infekci zptisobenou bakterii Boredetella pertusis -

lymfocyty se zatezy v jadie

v

g°0.o
O

o

Obr. 16-18 Lymfocyty s hlubokymi zafezy v jadie. Foto Lukas Kolatik

Diagnéza davivého kaSle nésledné stanovena pomoci mikrobiologického vysSetieni,

PCR prokazala bakterii Boredetella pertussis.
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7.3 Kazuistika 111 — Malarie

Pacient XY, ro¢nik 1989

Pfijat na odd¢leni urgentniho piijmu pro déti a dorost s diagndzou trombocytopenie.

Krevni obraz (plna krev): Diferencial - mikroskopicky:
WBC 8.5 x10%9/1 4.0-10.0 Lymfocyty * 0,045 -- ] 0.200-0.450
RBC 4.70 x10M2/1 [%] 4.00-5.80 Monocyty 0.035 -- [*] 0.020-0.100
HGB 139 g/ * 135-175 Segmenty * 0753 -- [ 0.470-0.700
HCT * 0.380 U1 M1 0.400-0.500 Tyce * 0.167 -- [ 0.000-0.040
MCV * 809 fl ] 82.0-98.0 NRBC 0 /100WBC [*] 0-0
MCH 29.6 pg [*] 28.0-34.0 Lymfocyty# * 0.383 x10M91  *[] 0.800-4.000
MCHC * 365.8 g/l [1* 320.0-360.0 Monocyty# 0.298 x1079/1 0.080-1.000
RDW 13.6 % ] 10.0-15.2 Neutr(Se+Ty)# * 7.820 x10"9/1 [* 2.000-7.000
PLT * 36 x10M9/1  *[] 150-400
MPV 11.0 fl 7.8-11.0
PCT * 0.040 % *1] 0.120-0.350
PDW 149 fl 9.0-17.0
IPF * 97 % [1* 1.1-6.1
P-LCR 349 % 15.0-35.0
NRBC viz mikr
RET 117 % ™ 0.50-2.50
RET# 55.0 x1079/1  [*] 25.0-100.0
RET-IRF 1090 % [*1 2.10-13.80
RET-LFR 89.1 % [*] 87.8-98.6
RET-MFR 89 % * 24-12.5
RET-HFR 20 % * 0.0-2.0
RET-HGB 30.6 pg 28.0-36.0
Vy3. na malarii pozit.

Morfologie leukocytii:

hrubsi granulace neutrofilu;vakuolizace plasmy neutrofilu
Morfologie erytrocytii:
sférocyty;mikrocyty;anizochromie

Morfologie trombocytii:

Pocet PLT mikroskopicky overen

Obr. 19 Vstupni krevni obraz III. Foto Lukas Kolafik

Na zakladé¢ aktivace flaggové hlasky IRBC a ptitomnosti trombocytopenie byl

proveden natér periferni krve, v erytrocytech nalezeny plasmodia.
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Obr. 20 Erytrocyty infikované plasmodii (3ipky). Foto Lukas Kolatik
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8 EPIDEMIOLOGICKA ANAMNEZA

Epidemiologickd anamnéza poskytuje 1€katfi dulezité informace, vedouci ke
spravnému stanoveni diagndzy, umoziuje identifikovat zdroj infekce, eventualné druh
prenosu infekce. Uplatiiuje se jak u béznych pacienti, tak u pacientt, ktefi se vratili ze
zahrani¢i. U pacientd, ktefi se vratili ze zahrani¢i poskytuje dulezité informace o
navstivenych zemich s tidajem, zda pacient pobyval v méstské ¢i venkovské oblasti.
Soucasti jsou informace o provadénych aktivitach (koupani v ptirodnim zdroji, pobyt
Vv destném pralese atd.), kontakt s infekénimi osobami, kontakt se zvifaty ¢i vyrobky ze
zvirat (ktize, srst) a pokousani zvitaty.

Soucasti epidemiologické anamnézy jsou informace o vyskytu epidemiologicky
zavaznych onemocnéni v rodinach, povolani pacienta, povaha pracovnich ¢innosti,
kontakt s infek¢ni osobou, konzumace potravin a tekutin, informace o piisatém klistéti
a pobytu v pfirodé ¢i pobodani hmyzem, ockovani a zranénich (Klisc¢ikova, 2012),

(www.medicalency.com, cit. 10.8.2020), (www.bigmed.com, cit. 10.8.2020).
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9 Povinné hlaSeni, evidence a analyza vyskytu
infekénich nemoci v Ceské republice, Informaéni
systém infek¢énich nemoci (ISIN)

Povinné hlaseni vyskytu infekénich nemoci, jejich evidence a analyza jsou
zakladem pro mistni, regionalni a narodni kontrolu v Sifeni nemoci. Shromazdéné
informace tvoii podklady pro vyhodnocovani epidemiologické situace v CR.

Povinné hlaseni 0 vyskytu infekéni nemoci je zakotveno v legislativé CR
(vyhlaska 473/2008 Sb., verze 3, ve znéni pozd¢jsich predpist, vyhlaska 306/2012 Sb.,
verze 2).

Hlaseni se provadi u Zzivot ohrozujicich infekénich nemoci nebo u rychle se
Sificich infekénich nemoci. Predmétem hlaseni jsou potvrzené infekéni nemoci,
podezieni na infekéni nemoci, nosicstvi ¢i amrti na infekéni nemoci. Hlaseni provadi
poskytovatel zdravotni sluzeb véetné poskytovatele laboratornich sluzeb, kde bylo
onemocnéni diagnostikovano. Hlaseni je adresovano organu ochrany vetejného zdravi,
dle oblastni piisobnosti (vyhlaska 473/2008 Sh., verze 3).

K zajisténi povinného hlaSeni, evidence a analyzy vyskytu infekénich nemoci

v CR se pouzival do konce roku 2017 program EpiDat.

Novy informac¢ni systém ISIN (Informac¢ni systém infek¢éni nemoci) byl vytvoren
ve formé¢ webové aplikace a slouzi od zacatku roku 2018. HlaSeni infekénich nemoci
do tohoto systému je zdkladem pro mistni, regiondlni, narodni a nadnarodni kontrolu
Sifeni infekénich nemoci, posouzeni vyvoje epidemiologické situace i pro hlaSeni
infekci z CR do Evropské unie a Svétové zdravotnické organizace. HlaSeni probiha
pomoci systému ISIN. Informaéni systém funguje na zakladé¢ webové aplikace, do
které se mohou piihlasit poskytovatelé zdravotnich sluzeb. Data z programu ISIN jsou
kazdorocné vyhodnocena a zvefejnéna V Casopise ,,Zpravy Centra epidemiologie a
mikrobiologie Hlaseni probiha na zakladé mezinarodni Klasifikace nemoci,
aktualniho vydani MKN-10. Do systému nejsou hlaseny zavazné infek¢éni nemoci,
které jsou pifedmétem sledovani Vjinych narodnich registrech organu ochrany

vetejného zdravi, naptiklad: tuberkuloza, sexualné pienosné infekce, virus lidského
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imunodeficitu ¢i respira¢ni infekce (ARI) a chiipce podobna onemocnéni (ILI).

Spravcem programu ISIN je Ustav zdravotnickych informaci a statistiky (UZIS)
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10 LEGISLATIVA

V souvislosti s t¢ématem diplomové prace jsou uvedené odkazy na aktualné platnou

legislativu v CR.

CESKO. Zakon &. 258 ze dne 14. &ervence 2000 Sh., 0 ochrané vetejného zdravi a 0
zméné a doplnéni dalSich zékonl (zdkon 0 ochrané vetejného zdravi). Dostupny také z

https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2000-258

CESKO. Vyhlaska ¢&. 473 ze dne 17. prosince 2008 Sh., 0 systému epidemiologické
bd¢losti pro vybrané infekce (vyhlaska o systému epidemiologické bdélosti pro

vybrané infekce). Dostupna z https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2008-473

CESKO. Vyhlaska ¢&. 306 ze dne 12. zaii 2012 Sb., o podminkéach predchazeni vzniku
a Sifeni infekénich onemocnéni a o hygienickych poZadavcich na provoz
zdravotnickych zatizeni a stavil socialni péce (vyhlaska o hygienickych pozadavcich
na provoz zdravotnickych zafizeni a ustavi socidlni péce). Dostupnd z

https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2012-306/zneni-20170830

CESKO. Vyhlaska ¢&. 537 ze dne 29. listopadu 2006 Sb., o o¢kovani proti infekénim
nemocem (vyhlaSka o ockovani proti infekénim nemocem). Dostupnd z

https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2006-537

CESKO. Vyhlagka &. 163 ze dne 4. kvétna 2012 Sb., o zasadach spravné laboratorni
praxe (vyhlaska o =zasadach spravné laboratorni praxe). Dostupna z

https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2012-163

CESKO. Zakon ¢&. 309 ze dne 23. kvétna 2006 Sh., o upravujici pozadavky
bezpecnosti a ochrany zdravi pii praci v pracovnépravnich vztazich a o zajisténi
bezpecnosti a ochrany zdravi pii Cinnosti nebo poskytovani sluzeb mimo pracovné

pravni vztahy a o zméné¢ a doplnéni dalSich zdkoni (zdkon o zajisténi dalSich
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https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2012-163

podminek  bezpecnosti a  ochrany zdravi pfi  praci). Dostupny z

https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2006-309

CESKO. Zakon &. 95 ze dne 29. ledna 2004 Sb., o podminkach ziskavéani a uznavani
odborné zpiisobilosti a specializované zptisobilosti k vykonu zdravotnického povolani
lékate, zubniho lékafe a farmaceuta (zdkon o podminkach ziskdvani a uznavani
odborné zptisobilosti a specializované zpusobilosti k vykonu zdravotnického povolani
1¢kare, zubniho I¢kate a farmaceuta). Dostupny z

https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2004-95

CESKO. Zékon ¢&. 96 ze dne 4. tunora 2004 Sh., o podminkach ziskavani a uznavani
zpusobilosti k vykonu nelékarského zdravotnického povolani a k vykonu cinnosti
souvisejicich s paktovanim zdravotni péce a o zméné a doplnéni dalSich zakont (zékon
0 nelékaiskych zdravotnickych povolani). Dostupny z

https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2004-96
KRATOCHVIL, Josef, Zbyn&k PLZAK a Andrea PEKOVA. CSN EN ISO 15189 -

Zdravotnické laboratore - PoZadavky na kvalitu a zpiisobilost: Praha: Utad pro

technickou normalizaci, metrologii a statni zkuSebnictvi, [2013], 77 s.
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DISKUZE

Prvnim cilem diplomové prace bylo navrzeni optimalni spoluprice mezi
urgentnim pfijmem pro déti a dorost a urgentnim pfijmem pro dospélé
s hematologickou laboratofi pomoci telefonického hlaSeni atypického morfologického
nalezu pii vySetfeni natéru periferni krve. Ve Fakultni nemocnici v Motole byly
doplnény vysledky podléhajici telefonickému hlaSeni o nalez virocytl a lymfocyti se
zatezy v jadre. Vyzkum naplnil své cile, spoluprace mezi hematologickou laboratoii a
urgentnimi piijmy ve FN Motol je nastavena efektivné dle zasad CHS JEP, ktera
vV doporuceni zminuje, ze telefonickd hlaSeni mohou byt doplnéna o nalezy dle
zvyklosti jednotlivych zdravotnickych zatizeni.

Z dat ziskanych zprogramu LotusLab pfi hladSeni virocyti a pfilozenych
kazuistik vyplyva, ze morfologické vySetieni krevniho natéru mize poskytnout
dilezité informace vedouci k identifikaci infekéniho agens. Morfologické vySetieni
muze vést k pfimému prikazu infekéniho agens v ptipadé pfitomnosti plasmodii ¢i
leishmanie aj. Dalsim pfinosem morfologického vySetfeni je vzneseni podezieni na
dané infekéni agens. V pfipad¢ virocytl bylo naslednym virologickych vySetfenim
prokdzana piitomnost virového piivodce u 96 % pacientli. Vzdy je nutné mit na
paméti, ze nalez virocyti neni specifickym nalezem pro jeden patogen. Z tohoto
divodu je nalez virocytd ve FN Motol hlasen oSetfujicimu 1ékaii s doporuc¢enim na
provedeni virologického vySetieni. Problematika hlaSeni nalezu virocytt se li§i napfi¢
jednotlivymi zdravotnimi zafizenimi. Kolegové z Fakultni nemocnice Kréalovské
Vinohrady pfi vyskytu virocytl vyc€lenuji jednotlivé virocyty do zvlaStni populace
»atypickych lymfocyti®. Vyhodou tohoto postupu je, ze 1€kat na klinickém oddéleni
ziska informaci i o poCtu virocytd. Do komentafe k morfologickému nalezu piSou
upozornéni ,,burnky pripominajici infekcni mononukleozu*. Opanym zplsobem
k nalezu virocyti pristupuji kolegové z Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, ktefi
hlaSeni neprovadi. Do vysledku pacienta tyto buiky popisuji jako ,reaktivni
lymfocyty*. Divodem tohoto postupu byly obtiZe pii interpretaci nalezu. Kolegové ze
soukromého sektoru (Praha), ktefi poskytuji laboratorni sluzby pro praktické 1ékaie

nalez virocytl taktéz nehlési z ditvodu obtizi pii interpretaci ndlezu. Z tohoto diivodu
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ve Fakultni nemocnici v Motole probihaji v ramci kazdoro¢niho kongresu piednasky
se zaméfenim na interpretaci laboratornich nalezti s ukazkou jednotlivych kazuistik
Z pohledu laboratofe. Kromé virocytli je ve FN Motol hlaSena ptitomnost lymfocyti
S hlubokymi zéafeny Vv jadie. Pfitomnost takovychto lymfocytii byla pozorovana u

pacientd s infekci vyvolanou bakterii Bordetella pertusis.

Druhy cil diplomové prace ovefoval vhodnost implementace parametru ICIS
slouziciho pro odliSeni systémové zanétlivé reakce od nezanétlivé reakce do
laboratorniho provozu hematologické laboratofe. Vysledky hodnoceni parametru ICIS
potvrzuji vyznam pro stanoveni bakteridlniho pivodu infekce, vyzkum naplnil své
cile, parametr je vhodny pro dal$i hodnoceni s budouci implementaci do laboratorniho
provozu hematologické laboratofe.

Zkoumani parametru ICIS jako indikatoru bakterialniho pivodu infekce bylo
provedeno u infekci mocového a respiracniho systému a u septickych stavi. Parametr
ICIS je nejvice senzitivni v prvnich 48 hodinach zanétlivého procesu (Nierhaus, 2012).
Z dtvodu této vlastnosti probihalo vySetieni U pacientl pfijatych na urgentni piijem
pro dosp€lé ve FN Motol. Principem statistického hodnoceni bylo porovnani
parametru ICIS s hodnotami C-reaktivniho proteinu se stanovenim: senzitivity,
specifity, pozitivni a negativni prediktivni hodnoty a shody.

Hodnoceni infekci mocového systému bylo provedeno u 62 pacientt. Hodnoty
senzitivity a specifity jsou u tohoto systému nizké.

Hodnoceni infekci respiraéniho systému bylo provedeno u 115 pacientd.
Intervaly senzitivity a specifity se ptrekryvaji, coz znamend, ze v populaci mize byt
senzitivita a specifita stejna.

Hodnoceni u septickych stavii bylo provedeno u 35 pacienti. Test je pro septické
stavy spiSe senzitivni nezli specificky. Parametr ICIS dosahl nejvyssi senzitivity u
septickych stavti.

Studii zabyvajici se parametrem ICIS bylo v sou¢asné dob¢ provedeno jen velmi
malo. Z toho diivodu bylo provedeno Setfeni parametru ICIS z pohledu laboratote, ne
z pohledu klinického pfistupu, pfi zkoumani dynamiky parametru.

Zahrani¢ni autofi (Nierhaus a Geest) hodnotili parametr ICIS u souboru pacientil

s ruznymi infekénimi nemocemi. V diplomové praci bylo Setieni provedeno u
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jednotlivych systémi (infekce respiraéniho a mocového systému a sepse), aby ziskané
vysledky mohly byt pouzity i v dal§im studiu.

Vysledky dosazené v diplomové praci ukazuji horsi senzitivitu, specifitu a
pozitivni a negativni prediktivni hodnotu nezli u zahrani¢nich studii. Diskrepance by
mohly byt vysvétleny pouzitim rozdilnych cutt-off hodnot pro oznaceni pozitivni
hodnoty ICIS u jednotlivych studii a komparaci ICIS s hodnotami CRP, ne proti
vysledku mikrobiologického kultivacniho vysetfeni. Nierhaus a Kaeslin vyuzili jako
cut-off hodnotu ICIS 5, Weimann vyuzil jako cut-off hodnotu ICIS 3, v diplomové
praci byla pouzita cut-off hodnota ICIS 6.

V ramci Ceské republiky probihd testovani parametru ICIS firmou Sysmex ve
spolupraci s dalsimi zdravotnickymi pracovisti (Usti nad Labem, Praha). Prvotni
vysledky Setfeni ukazuji na dobry potencial tohoto parametru. Ze ziskanych zkuSenosti
béhem Setfeni by bylo vhodné otestovat parametr ICIS nejen mezi laboratofemi, ale
také v uzké spolupraci s klinickym oddé€lenim. RovnéZz komparace vysledki
mikrobiologického kultivaéniho vySetfeni s hodnotami ICIS by byla pfinosem.
Spoluprace by umoznila testovat dynamiku parametru ICIS v pribéhu infekce a

nasledné 1écby.
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V diplomové praci byla hodnocena moznost spoluprace hematologické
laboratofe s urgentnim pfijmem pro déti a dorost a urgentnim piijmem pro dospélé
v oblasti diagnostiky infek¢nich onemocnéni a moznosti navrzeni bliz§i spoluprace
vedouci k rychlejsi identifikaci vyvolavajiciho agens. Jako modelovy ptiklad bylo
vyuzito spoluprace odd¢€leni klinické hematologie a urgentniho ptijmu pro déti a dorost
a urgentniho pfijmu pro dospé€lé ve Fakultni nemocnici v Motole.

V diplomové préaci byly vytyCeny dva hlavni cile. Prvnim cilem bylo ovéfeni,
zda hlageni kritickych/neogekavanych hodnot stanovenych CHS JEP je dostacujici pro
diagnostiku infekénich onemocnéni. Druhym cilem byla validace a implementace
parametru ICIS do laboratorniho provozu.

Prvni cil diplomové prace byl ovéfovan pomoci jednotlivych kazuistik a
telefonického hlaSeni vyskytu virocytl. Jednotlivé kazuistiky a hlaSeni vyskytu
virocytd ukazalo, Ze lze rozsitit a doplnit hlaseni laboratornich vysledkd vedouci
k rychlejsi identifikaci vyvolavajiciho infekéniho agens. Mezi doplnéné hlaseni patii
nalez virocyt a lymfocytl s atypickym tvarem jadra. DuleZitym aspektem této
spoluprace je komunikace na urovni laboratof a klinické oddéleni, kdy by mél byt
oSettujici Iékat seznamen s morfologickymi popisy laboratofe a mohl na jejich zakladé
provést interpretaci nalezu.

Druhy cil diplomové prace se zaméfil na oveéfeni nového parametru pro prukaz
bakteridlniho agens jako vyvolavatele onemocnéni. Ovéfeni parametru ICIS bylo
provedeno pomoci porovnani s hodnotami C-reaktivniho proteinu s naslednym
stanovenim senzitivity, specifity, pozitivni a negativni prediktivni hodnoty a shody. Ze
statistického Setfeni a s pfihlédnutim na naro¢nost anamnézy pacienta bylo prokazano,
ze parametr ICIS je vhodnym parametrem pro dalsi Setfeni, eventualné¢ budouci
implementaci do laboratornich metod. Vhodnost parametru byla ovéfena na infekcich
mocovych cest, dychacich cest a u sepse. Mezi dal§i moznosti ovéfeni vyznamu

parametru ICIS by bylo hodnoceni jeho dynamiky v rdmci hospitalizace a 1é¢by.
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V tomto piipadé by byla nutna uzka spoluprace laboratoie s klinickym oddélenim a

1ékafi.
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ASL4#

anti EA-D IgG

anti VCA IgG

anti VCA IgM

ARI

ATS
AUC
BDBV
BrkA
CD4+
CD8+
CMV
CRP
CRP-hs
CRP-LDL
CRP-VLDL

CHS JEP
CR

adenylatcyklazovy toxin
accurate immature granulocytes count (absolutni pocet
nezralych neutrofill)
antibody secreting lymphocytes (absolutni pocet lymfocyt
produkujici protilatky)

IgG antibodies agains early antigen ebstein-barr virus (IgG
protilatky proti brzkému antigenu viru Esbtein-Barrové)

IgG antibodies agains viral capsid antigen ebstein-barr virus
(IgG protilatky proti kapsidovému antigenu viru

Ebstein- Barrové)
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Ebola-Bundibugyo

Bordetella resistence to Killing (faktor resistence)
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cytotoxické lymfocyty
cytomegalovirus
C-reaktivni protein
highly sensitive CRP test (vysoce senzitivni CRP test)
komplex C-reaktivniho proteinu a lipoproteinu o nizké hustoté
komplex C-reaktivniho proteinu a lipoproteinu o velmi nizké
hustoté
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dCHC

DIC

DNA
DNT
EBNA I IgG

EBOV
EBV
ELISA
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FHA
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HFR
HIV
ICIS

ILI

IL-2
IL-6
ISIN
LDL
LIS

LRF
MAHA
MCV
MFR
MI-RBC
MKN-10
NIS
OKH
PCR

Ceskoslovenska republika

difference in cellular hemoglobin concentracion (delta
hemoglobin

disseminated intravascular coagulopathy (diseminovana
intravaskularni koagulopatie

deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
dermonekroticky toxin

Antibodies IgG agains to nuclear antigen ebstein-barr vuris
(protilatky IgG proti nuklearnimu antigenu EBV)
Ebola-Zaire

virus Ebstein-Barrové
Enzyme-Linked-ImmunoSorbent-Assay

Evropska unie

filamentous haemagglutinin adhesin (vlaknity hemaglutinin)
Fakultni nemocnice v Motole

high fluorescence reticulocytes (nezralé retikulocyty)
human immunodeficiency virus (virus lidské imunodeficience)
Intensive Care Infection Score

registr pro chfipce podobné infekce

interleukin 2

interleukin 6

informacni systém infek¢énich nemoci

low density lipoprotein (lipoprotein o nizké hustot¢)
laboratorni informacni systém

low fluorescence reticulocytes (zralé retikulocyty)
mikroangiopatickd hemolyticka anémie

mean corpuscular volume (stfedni objem erytrocytu)
medium fluorescence reticulocytes (stfedné zralé retikulocyty)
kvantifikace infikovanych erytrocytii plasmodii
mezinarodni klasifikace nemoci desata revidace
nemocni¢ni informacni systém

odd¢leni klinické hematologie

polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
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PK
PRN
PT
RESTV
RNA
ROC
sN#

sNFL

SOP
SUbv
SVLS
TAFV
TCT
TMA
TNF-a
UK
UZIS
VLDL
WBC

periferni krev

pertaktin

protrombin time (protrombinovy ¢as)

Ebola-Reston

ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

receiver operating charakteristic (ROC analyza)
absolute number of neutrolil segments (absolutni pocet
neutrofilnich segmenttt)

fluorescence intensity of neutrolils (aktivace neutrofilnich
segmentil)

standardni operacni postupy

Ebola-Sudan

spole¢né vySetfovaci a 1écebné slozky

Ebola-Pobtezi slonoviny

trachealni toxin

tromboticka mikroangiopaticka anémie

tumor necrosis factor-o

Univerzita Karlova

Ustav zdravotnich studiich a statistik

very low density lipoprotein

white blood cells
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Zadost zmocnénci GDPR ve FN Motol pro

pouZziti citlivych dat pacienti

Priloha ¢. 1 10S_4/2018-1

OhlaSovani zmén povéFenci pro ochranu osobnich udaji

Oznamovatel (Gtvar) ' Oddeleni klinické hematologie NS 9910/01

Kontaktni osoba |Bc. Luk4s Kolatik, DiS. |0dp. osoba |Bc. Lukas Kolatik, DiS.

Ukel evidence: sbér dat pro verifikaci nové vySetfovaci metody na OKH + diplomova prace

Rozsah zpracovivanych osobnich tudaji
[ iméno [] Datum narozeni [J Rodné ¢islo [] Bydliste
Jiné osobni tidaje: hodnoty leukocyti, ICIS parametru, C-reaktivniho proteinu, prokalcitoninu,

Mikrobiologické vy3etfeni a vstupni Dg.

Rozsah zpracovavanych citlivych tdaji
[] Narodnost, rasovy nebo etnicky pivod [Y] Zdravotni stav [ Sexualni Zivot
[[] Nabozenstvi a filozofické presvédeeni [ ] Politické postoje  [_] Trestna &innost

(] Clenstvi v polit. stranach, hnutich, odborovych nebo zaméstnaneckych organizacich

I'Jdaje jsou zpracovaviny se souhlasem subjektii

[J Ano [ Ne

Udaje budou ziskavany
[]Od subjekta []Z jinych zdroji, uved'te: z laboratorniho vysetieni na OKH, ULM

Zpusob zpracovani

[ Zaméstnanci FN Motol |Z] Externi zpracovatel, uved'te: + anonymizovand data budou
zpracovana statistikem Lékaiské fakulty v Olomouci, Univerzity Palackého

[[] Manualni (papirov4) evidence

[] Automatizovana (elektronickd) evidence
[[] Lokalni PC nebo server*, uved'te pouzity SW¥:
[JHWasw spravovany Usekem informatiky*

PopiSte umisténi a zpisob zabezpefeni (nap¥. pouZiti hesla, Sifrovéni, bezpe¢nostni
zilohy nebo prostorové zabezpedeni): ziskand data budou anonymizovény pred predani
statistikovy. Statistik nebude mit moznost nikterak spojit vysledky pacienta s pfislusnym
pacientem

Udaje budou zpFistupnény

[J Pouze vramei FN Motol [A] 1jingm subjektim, uved'te: v ramei diplomové prace na
Thesis.cz + archiv LF UPOL

[] Tdo jinych stati EU [] Ido jinych stati mimo EU, uved'te:

VPrazedne 445 269 |Vyphnil  [Be. Luks Kolafik, DiS. /0

Strana 1 z 1
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Stanovisko etické komise Vv FN Motol

k vyzkumnému projektu diplomové prace

ETICKA KOMISE PRO MULTICENTRICKA KLINICKA HODNOCENI
FAKULTNi NEMOCNICE V MOTOLE
FN MOTOL Ethics Committee for Multi-Centric Clinical Trials of the University Hospital Motol
B4V dvalu 84, 150 06 Praha 5 & 224431 195 2224431196 #H
etickakomise@fnmotol.cz

www.famotol.cz

STANOVISKO ETICKE KOMISE K VYZKUMNEMU PROJEKTU
OPINION OF THE ETHICS COMMITTEE ON RESEARCH PROJECT

Naézev projektu / Full Title of the Project :

Vyznam spoluprice hematologické laboratoFe s urgentnim pFijmem v diagnostice |
infek&nich onemocnéni
_- absolventska prace

Zadatel a resitel / Applicant and Investigator :
Bc.’Luka'B Kolarik, DIS, Oddéleni klinické hematologie Fakultni nemocnice v Motole,
V Uvalu 84, 150 06 Praha 5

Vedouci prace / Supervisor:
Doc. RNDr. Ivanka Matouskovi, Ph.D., Ustav veFejného zdravotnictvi. Léka¥ska fakulta
Univerzity Palackého, Olomouc

EK vydiva /EC issues: souhlasné stanovisko / favourable opinion

Datum pfijeti / Date of Submission: 19. 3. 2020
Jednaci &. / Reference No.: EK- 336/20
Datum jednani EK / Date of EC Session: 20. 3. 2020

Eticka komise prohlasuje, Ze byla ustavena a pracuje podle jednaciho fadu v souladu se spravnou
klinickou praxi (GCP) a platnymi predpisy / The Ethics committee hereby declares that it was
established and operates in accordance with its Rules of Procedure in compliance with Good
Clinical Practice and valid legal regulations.

20. 3. 2020 MUDr. Vratislav Smelhaus

.......................................................... R PP PP PP P PR PR

Datum / Date ptedseda/ Chairman podpis predsedy EK / Signatiiie~of Chairman

FAKLLTNI NEMOCNICE V MOTOLE |
150 06 Prati 5 - Motol V Usalu 3¢
Ziickd kortse pro multeentricka hodrocen:
teh: 124 431195 fax: 224431 198

| (g o8

cas . CZOOPRIT0S |
Stranka 12 1-- —-
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Standartni operaé¢ni postup OKH FN Motol

na vysetreni malarie

Fakultni nemocnice v Motole

V Uvalu 84, 150 046 Proha &

FN MOTOL

Standardni operaini postup — metodicky €. IISOPM_10KH M0O3/2014-4

Mikroskopické vySetifeni na malarii

Urdeni: Oddélen Klinicke hemztologie Fablin nempcnice v Motols
Zpracoval: Garant: Schwalil:
Organizacni Oddalen: Klmicke Oddélen Klinicke Oddélen Klinicke
celak bematologis hematologie hematologie
Funkce Usekova laboraatka Odbonmy pracovelk — lekar Vedoucl laboratofs
Jmeéno
Udinnost VSOPM od: 483015
Utinnost teto verze od: 3. 6. 2000
Doba platnosfi: bz pmezenl, revize 1x rofngé
Verze: 4
Pocet stran: 11
Potet prilok: 0
Vazba na akreditacni standardy:  CEN IS0 15189:2013, 54K
Umisténi originalu: LotusLab
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Nddelem Krmicks hammatnlneis
I UICIeEn] KOMCKE DEman0inEne

=

Siramna 2 (celkem 11

List provedenvch revizi a zmén

Zménaf. | Umisténl Fopiz provedene zmény ‘Datum Odpovédna osoba
Imeény afinnnati
L Pridbezng ZmEny v e revize 353015
l:Eh'
dokoament
2 Caly Dirobae upravy v ramcl revize 59,2017
deolomment
3 Strama 7 | Oprava mustnesti pro skladovam | 3. 6. 202D
reagencil

Stranz 2z 11
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FN Maotol | Dddelen klimicks hematolozis

Mikroskopicks wysetren: na malari

OSOPM IOEH MO3/2015

Datwmn vydam: 17 8. 2000 | Verze 4 | Strana 3 (refkem 117

Obzah

- 1
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[ F e
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L E
2y
i

6.1 Odbér primarmbe VIO 2 TRIEPOTE ..ot rem s oo

R 1 1. i U

12
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14
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Priloky:

Klifova slova:
malarje, mikroskopicky natér, mikrozskop

Stranz 3z 11
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FM Motol [ Oddelem klimicke hematolozis

Mikrpskopicke vyserenl na malarii

O50PM 1OEH _M03.2015

Datwn vydan: 17. 4. 2000 [ Verze- 4 [ Strana 3 (celkem 11}

4 Misto provadéni metody

OEH - 1. pamre, budova G
Labaratef specialnl morfologis, laboratef £ dvedt 10713, 10712
Hematplogicka laboratof — wzek analyzator £ dven 10749

5 Bezpecnostni aspekty

Hebezpeine slodioy:

Way — Grimwald — heflave, toxicke

Giemzz — Romancwski — hoflavs, texicke

Diistirylether — hoilave, nebezpeine pii vdechnuty, nebezpeine pi koatakiu 3 ki

% kagdym vzorkem je tfeba nakizdat jako s potencionaled nfelémim materizlem a je tieha se fdit
obené platmymi bezpetnostmmi predpizy, kiers jsou v plne kompetenci FI¥ Motol, dale pak
proveznie fadem OFH

Begpefnon likvidaci cdpadd provad laberztof v soulady s mismimi piedépizy 2 postupy pro fzes
odpadl (smérrice & 232007 ¢ naklddini 5 odpady, smérnice o praci © hoFlavingmi £ 142002

a osrami smernice souvingfiel 1 enviranmentdining arna).

6 Preanalyticka faze

6.1 Odbér primarniho vzorku a transport

Pacient: rutinnl odbér, vpick plymuly, kratkodobe zatafemy pade. Odebers se Zilm krev po ryaku
(popt. kapilarmed krew) do specizlmich odbérevych madobek zuméle kmety  : chelatorstem
rojdrazeleyem (1,5 £ KE.EDTA V1 1 voorky, soemandoy typ Vacoette = Salosye uzvérem, mikrovetts
3 falovym uzavérem).

Vzorek :e jerang promisi opakovanym prevracenim nadobky (netrepar).

Dioporudent: pro venozi nabéry pouzivat uzavieny cdbérovy syztem urieny pro krevnl obraz, pozos
na exsparaci odbérosych nadobak!

Do [zboratonl amalyz krevmech obrazd je wySetfovany material dodam z imeku pijmu spolu
s Fademkami @ [boratormim Cislem dne, Zhommsavky jsou polepeny Carovym kodem s lboratormim
Ciglern dme, tak, 2ivy ritstalo éitelné piljmeni a jmeno pacienta, sefazen ve stojinkach.

Tied vizsmi amalvzeu je provedema druha kentrola shody materizlu ze Zadankou, kemtrola kvality

Strana 5z 11
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FN Matol | Oddelem kliricks hematologie

Mikroskopicke vysetien: na malarii

O50PM 1TOEH MO3/2015

Damum vydami: 17 6. 2000 [ Verze- 4 | Sirama & (celkem 117

odbény (resp. cznadfen rkumavky fZrovym kodem).

Masleduje Rdné propichani P ruénim viladani veorkd sumi minimainé 20x prevratt domaio v
race, u kapilamich odbérd _procvrnkat™ VouzmTenem automatickem svstemo je fofo zajisténo
furkcemi analyzatern. Dale jzow vrorky dle pofadovaneho vyietfan mpracovavany.

6.2 Manipulace se vzorky

Vzorky se uchovavail ph lzboratomi teplots, stzibilita mirme krevaich desticek 3 hodin,

Je meziryine dopravit edebrasy material do laboratofe co pejditve, nejpozddji do 3 bodin pe odbéru
(vzhledem ke stabilitd kreveich dastidek )

Vzorky je tiebe analvzovat nejdive 30 mirut po odbéra - neziving pro vyrovnan: keocemtraimich
gradient] mezi veéjsim A vnitmim prostredim krevnich bungk po pridani mtikeagnlaéntha reagens.

Po zpracovaml jsow zméfens vzorky skladovany pii laboratormi teploté ve stojenku v pofadi méfend.
WMa kenci pracovel doby jaou slikvidovany v zanitam mistesti.

6.3 Omezeni

Ze Tpracevanl sa vyiadi :

1. smZeny vzorek

2. chybué uzaviena zhumavka

3. mmezsovi material u venasntho edbén: pod 0, 5ml, u kapilareich edbér pod 250 pl
4. odbér 2 tramsport v nevkodnem medin (led, voda)

5. merl-li dodrena smémice Pitjem biolegickehe materiah

7 Pfistroje a pomucky

= Mikroakop
Laboratef specizlnl morfologie, labaratof £ dved 10712, laberatof €. dvei1 10713

Strana Gz 11
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FN hiotol

[ Dddelem klimicke hematologis

Mikroskopicke sy

sefren) ma malarii

I50PM 10EH

10372013

Dafun vydam: 17. 6. 2000 | Verze- 4 | Strama 7 (celkem 11}
3§ Reagencie
Mpozstrivl R R
Beamencie . Vyrohoe Didavatel Skladovam
bealeni
P pokojove
Imerzni olej pro teploté laboratof £
'l P 500 ml Merck Merck
mileroskopii 10712, wadla
barviciko pulm
Pracovm balem
laboratof £.10712
N - . lednice Calex 4°C,
Diethvlether a0d ml Panta, CE Penta,CF . , .

} zazobul balem -
aklad chemikaliz
vedle phjma

RAL-barvici ~ i Sucho, temno
Sy=mex Sy=mex
roztol: May- 251 ) . ) . teplota +15 -
. Corporation COrpoRtian ~
Grimwald 257
. Sucho, temna
RAL- barvici Symex Syzmex -
) i . . teplota +15 -
roztol: Giemsa corporation corporation _
+2537C
EAL-Buffer i R Zadna mvlastm
Sysmex Sy=mex .
pH=T0 5l ) . ) . apatrent
Corporation COrpoRtian
o Zadna rvlaztm
Ciztici roztok pro | _ Sy=mex Sy=mex L.
5l . . apatienl
5P corporation Corporatian
_ _ Zadna mvlazim
Sy=mex Sy=mex ..
Cellpack el | ) . ) . apatrent
Corporation COrpoRtian

Deztilovany HoO

WiTohs na destiladnizn piisiroji v mismosti 103 S-barcode 10757

Feagencia jsou ulofemy vmistwost ¢ 02-104061701 | hoflave reagencie jaou uskladnéemy v kovove

skiimi

Strana Tz 11

100



FM Maotol

| Oddelent klinicks hematologia

Mikroskopicke vysemen na malari

OS0PM_10EH MO3/20135

Datum vydan: 17. 6. 2020 [ Verze- 4 [ Strama 2 (celkem 117

9 Spotiebni material

+  Podloim, rozérena sklifka, popisevac material
«  (Razove Ctverce
«  Bumicite ftverce

+  Lipova ipsjle

10 PFiprava k finnosti

Zapojit do zasuvky transformator mikroskopu.

11 Pracovni postup

Piprava natén: nativel kree vis pfisiefng pracovel nstrukee. Zhotovit take thustou kapka a nabervit
dle piislning praceval insmekce.

)
b)
)

Zadanky swyslediy 2 obarvenimi preparary odehird ssk rutinni morfologie.

Provest konmolu shody materizhy s 23damkon.

Zapnout mikroskop padkou na tramsformatern, nasviceny mikrozkop je piipraven
k pousit,

Ma cbarvenmy natér lipowvou 3pejli kapnout kapku imerzmihe olzje 2 viofit do
mikroskopu

Matér hodnetit pii 600-1000 m2:obném zvétfemn. Meandrovitd probliZet obarvemy
natér.

Zjistit pittomnost plasmedil v ervirocytech.

Vysladek zapsat do prisluiné Zidanky a3 vsledek wvolnit do lsborstorning |
informaimine systému,

12 Charakteristika spolehlivosti

12.1 Kalibrace a nivaznost

T teto metody nelze stanovit

12.2 Validace metod

T teto metody nelze stanovit

Strana 8z 11
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FHN Matol [ Dddelen klinicks hematologie

Mikroskopicke vysemen na malari

D50 10EH_MO3 2015

Datum vydam: 17. 6. 2020 [ Verse- 4 [ Strama O (celkem 117

12.3 Interference a zliizené reakce
Medostateins promickana krev

Mekoralitné provedsny atér

Mekoralitné charveny natér

Odbér krve mime febrilnd Spifku

12.4 Analytickeé znaky

Matdr ze vysethuje pod mikroskopem nejpree vtluste kapoe 2 pak v zeslabens S3ati natén 7 autamat:
EP.

13 Referentni rozmezi a kritické hodnoty

Fyziologické hodnoty: negativnl nilsz

14 Postanalyticka faze

Dolkumentace, zpracovini & hodnoceni dat
Matér s2 hodnot pod mikroskopem ph 600 - 1000 p2:obném zvétienl Zjiitujeme pitommost
plazmodii v eryirecytech.
Matéry jsou uchovavany minimaled 14 éml pa pracosmim stole v laboratefich: Labomatef specialmi
marfologie, £.8yag, 10712, 10713 pro piipadeon zpémea koatrohe
Po piiklasent osobnim heslem do peditafe je vysledek je zapsan do lzberatormibo informacmibe
syatamn zvolenim | F3", identifikadm Cizlo vzorku
Do wysledin v peditadi zadame pa matici mikroskopicke hodeoceni piitomnest plasmodit 2 napiieme
kod _-16"pro negatival nalez

. -13"pra pezitivia nalez
UloZeni , Alt -3,

Kaidy visledek obzabuje :
1) Zaklade udaje o pacientovi (piljmer], jméno, rodeé e, dizsromn, zhratku oddélemi
Zadatels, dxtam, laboratomi Cizle dme, S22 phjmu veoran
2} Mizev mesndy
3} Megatival nebo pozitival nalez plazmodia (FO, EO+dif nebo EO-+dif-res)
4} Jmena pracoveiki, kel vySetfent provadél
5} Jmena pracovrikil, kteh vyZetfent kostrolovali
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&) Jmeno lekate, ktery proved lkarskou kontrolu . Cislo metody podle sazsbailo
B} Cennwydetieni w bodech 2 konmach

Zpisob vydavan visledki

Vzladek je po odzoubilzaen v laboratofi pRistopay eddalen:, kters si vyiatfen: vyiadalo v nemockicni
siti. Viechay vyslediy s2 po vynftovam pojiifowné wodl do tzv. historicks datzbaze informafeibo
systamm: TTHIS.

Zadanky json uchovévany podls £zel a dull po dobu, kteron vvZaduje pojisfovna pro zpémon
kontrolo, po té jaon skartovany.

Dolumentace

Diermé je zobrazera a ulofena Hlawmi knika (dle jmen pecientd pedle abecedy), viechna vyietfer 2
vsledicy. Zadanky jsou dle skartafniho fadu skladovamy v archiva,

Viachna datz jseu derné zalahovana v historicks databazi LIS

15 Rizeni kvality
Vehledem k tomw, 22 je to vvistent specialal a velmi fidke (hodnoti ko lekar nebo tsekovy Laborans),
itern kontrola kvality se neprovadi.

16 Jiné

Toto vySetian pend siznifikantni pro dizgroz malaris, rumo dopindt vydetiemm na paraztalogii.

17 Seuvisejici predpisy, literatura
1) Havlik et 2l -Infekéni pemoci, Galén, Praba 2002, 5140
2} Erubitko M. 2 kol.: Hematologie 2 krevnl tranzfaze, Hematologie, 1930, 2,48
3) Friedmarn B ; Hematologie v prag, 1954, 2.117
4) Penka I, Erabulcova B, Matvikenz M. - Hematologie, Emo 1904
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18 Favérefna ustanoveni

Tento postup nabyva afinnesti dee 17. 6. 2020
Zpracoval:
W Praze dne 17. 4. 2020

Garant:
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Schwalil:
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