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Stanoveni calprotektinu metodou chemiluminiscence

Abstrakt

Ma bakalarska prace se zabyva idiopatickymi stfevnimi onemocnénimi a laboratornim
stanovenim calprotectinu metodou chemiluminiscence. V teoretické Casti jsem se
zaméfila na jednotlivd onemocnéni, jejich popis a moznosti 1écby. Hlavni Cast prace je
veénovana laboratorni diagnostice calprotectinu ze stolice, ktery je aktualné jednim
z hlavnich diagnostickych markera téchto onemocnéni. Statisticky jsem zhodnotila vice
jak 7929 vzorkd u pacientt, u kterych lékaf ma podezieni na idiopatické stievni
onemocnéni. Cilem této prace bylo zjisténi, zda IBD postihuje vice urcité vékové skupiny

obyvatelstva, popfipadé se zaméfit na pohlavi, diagndzu apod.

Klicova slova

Idiopatické stfevni onemocnéni, Crohnova choroba, Ulcerdzni kolitida, Calprotektin,

Chemiluminiscence



Determination of calprotectin in stool by chemiluminescence

Abstract

My bachelor thesis deals with idiopathic intestinal diseases and laboratory determination
of calprotectin by chemiluminescence method. In the theoretical part I focused on
individual diseases their description and treatment options. The main focus is on the
laboratory diagnosis of calprotectin from stool which is currently one of the main
diagnostic markers of idiopathic intestinal diseases. I statistically evaluated more than
7929 samples in patients in whom the phisician suspects idiopathic intestinal disease. The
aim of this thesis was to determine if IBD affects more certain age groups, gender,

diagnosis, etc.

Key words

Idiopathic bowel disease, Crohn’s disease, Ulcerative colitis, Calprotectin,

Chemiluminescence



1. Uvod

Onemocnéni traviciho traktu jsou ¢im dal Cast€jSim problémem soucasné populace.
Idiopatické stfevni zanéty (IBD) patii mezi chronicka zanétlivd onemocnéni stfev, u
kterych neni Gipln€ znama prticina vzniku. Jako mozné faktory pfispivajici k rozvoji t€chto
onemocnéni muzeme povazovat genetickou vybavu, skladu potravin, infekce stfevni
sliznice, koufeni, atd. V posledni dobé 1ze jiz hovofit o globalnim onemocnéni vyskytujici
se pfevazné v prumysloveé urbanizované spolecnosti se stale zvySujici se incidenci. Mezi
tyto onemocnéni fadime Crohnovu chorobu, ktera muze postihnout jakoukoli Cast
gastrointestinalniho traktu, a Ulcerdzni kolitidu, jez je primarné lokalizovéana na sliznici
tlustého stfeva az po koneCnik. V¢asné stanoveni diagnozy, sledovani akutniho stavu
pacienta a zapoceti 1écby muze vyrazné zmirnit komplikace a nasledky vyplivajici
z téchto onemocnéni. Toto se v§ak zatim neobejde bez invazivnich metod vySetieni, ktera
nejsou pro pacienta vzdy pfijemna. Zavadéni novych neinvazivnich a snadnéji
dostupnych vySetfovacich metod je velmi pfinosné jak pro pacienty i1 pro lékare.
Stanoveni mnozstvi calprotectinu ve vzorku stolice je jednim z nich. Z laboratorniho
hlediska je nutné zvolit si dostatecné citlivou a spravnou metodu stanoveni, ktera bude

korelovat s klinickymi projevy téchto onemocnéni. (Halling, M. L., 2017).

V prvni Casti prace teoreticky popisuji jednotlivé choroby idiopatickych stievnich zanét,

zamétuji se na hlavni rysy, projevy a lokalizaci. Déale se zabyvam jednotlivymi
diagnostickymi postupy nemoci IBD a jejich naslednou lé€bou. Zavér teoretické casti se
tyké popisu calprotectinu, jeho charakteristika, vyznam v IBD a moznosti stanoveni. V
praktické Casti této prace se budu zabyvat laboratornim stanoveni tohoto proteinu a
statisticky vyhodnotim vysledky poskytnuté laboratoti Klinické imunologie a alergologie
AeskuLab Praha.

Toto téma pro svou bakalafskou praci jsem si vybrala z divodu toho, ze problematika
Idiopatickych stfevnich zanéti se mé osobné dotyka, jelikoz mam ve svém okoli a rodiné
nékolik osob trpicich timto onemocnénim. Osobné jsem zazila jak jim toto onemocnéni

komplikuje jejich zivoty a jak naro€na je s touto chorobou zit.



2.  TEORETICKA CAST

2.1. Historie

Prvni zminka o smrtelném onemocnéni stfev, ktera odpovida nynéjsi Ulcerozni kolitidé

byla roku 1793. Pozd¢ji nazev “ulcerozni kolitida” vytvotil Samuel Wilks v roce 1859.

Muzeme identifikovat tii hlavni obdobi v historii IBD. Mezi 19. a 20. stoletim bylo
hlavnim ukolem definovat diagnosticka kritéria a odliSeni od stfevni tuberkulézy. Ve 20.
stoleti prevladal intenzivni a plodny terapeuticky vyzkum, ktery vyvrcholil zavedenim
biologickych 1éka do klinické praxe. Od pocatku 21. stoleti jsou tradi¢ni defini¢ni kritéria
zpochybniovana holistickymi kritérii ve snaze hledat dosud nedosazitelné vyléceni. (Actis

GC, 2019)

2.2.  Idiopatické stievni zdanéty

Jedna se o chronické poSkozujici zanéty s pripadnou remisi onemocnéni. Oznacujeme je
jako idiopatické stfevni zanéty nebo nespecifické stievni zanéty (inflammatory bowel
disease - IBD). “Nespecifické” z dosud nepoznanych pfic¢in a neuplné prozkoumané
patogeneze. Za moznou priinu vzniku idiopatickych stfevnich zanéti muzeme
povazovat snizenou rozmanitost stfevni mikroflory. Zejména nékterych druht
enterokokul a proteobakterii, popfipadé hraji negativni roli i kvasinky, zvlasté u Crohnovy

choroby. (J.Ehrmann, M. Konecny, 2011) (J. Krejsek, 2016)

Dalsim prikladem muze byt geneticka predispozice pacienta. Za zminku stoji to, Ze
Turnertv syndrom, onemocnéni, pii kterém se x-monosomie vyskytuje v kazdé burice, je
spojen se zvySenym vyskytem Idiopatickych stfevnich zanéta. Geograficky vyskyt, kdy
u pacienttl z rozvojovych zemi mizeme zjistit nizky vyskyt onemocnéni, at uz z dasledku

negativniho diagnostického povédomi, zivotniho stylu ¢i stravovani.



Dulezitou roli hraje i pohlavi, kdy u Crohnovy choroby miZzeme zaznamenat vyssi vyskyt
u Zen, zejména v pozdnim dospivani a rané dospélosti. Diky hormonalnim faktorim. Za
to u ulcerdzni kolitidy mame procentualné vyssi zastoupeni muzi.

Mezi nejdilezitéjsi rizika pro rozvinuti idiopatickych stfevnich zanéta je koufeni, a to
zejména pro Crohnovu chorobu — v priméru dvakrat vys$si. Peroralni antikoncepce muze

negativné ovlivnit vyskyt IBD diky trombogennim vlastnostem.

Strava je dulezitym ukazatelem vyskytu IBD, zejména pii zvySeném piijmu cukri.
Vysoky piijem vlakniny, ovoce a zeleniny muze dokonce chranit pied rozvojem
onemocnéni. Jako dalsi faktor je slepé stievo, kdy bylo zjisténo, ze apendektomie chrani
pred vznikem ulcerozni kolitidy. (E. V. Loftus ml, 2004) (T.Greuter, C. Manser, V. Pittet
2020)

2.3.  Rozdéleni

Idiopatické stfevni zanéty rozdélujeme na:
Crohnovu chorobu

Ulcerozni kolitidu

a) b)

Obr. 1 a) Crohnova choroba, b) Ulcerozni kolitida (vlastni ilustrace)



2.3.1. Crohnova choroba

Crohnova choroba je chronické onemocnéni, které postihuje gastrointestinalni trakt. Je
charakterizovano  transmuralnim  granulomatdéznim  zanétem, ktery  probiha
diskontinualné a ma tendenci vytvaret pistéle. Zptusobuje léze od ust az po konecnik a
muze vyuastit v mimostfevni komplikace. Vétsina piipadi je omezena na distalni Cast

tenkého a tlustého stieva. (Veauthier B, 2018)

Mezi nejcCastéjsi piiznaky patii prijem, bolest biicha, horecka, ubytek hmotnosti a unava.
Pii dlouhodobém zatizeni a postizeni tenkého stfeva dochazi k postupnému hubnuti a

malasorbci. Muze také dochazek k prijmam s pfimési krve. (Ranasinghe I.R., 2020)
U pacientd velmi Casto dochazi ke stfidani relapsii a remisi onemocnéni.

PfiCina neni znama, ale mize zaviset na interakci mezi genetickou predispozici, faktory

prostfedi a slizni¢ni imunitou.

Byla zjisténa geneticka asociace s fenotypy, konkrétn€ mutace NOD2/CARD15 souvisi
s fenotypem Crohnovy choroby, ktery byl spojen s témi, ktefi byli diagnostikovani v
mladsim véku s iledlnim postizenim nebo zvySenou zavaznosti iledlniho onemocnéni
vyzadujici chirurgicky zakrok. V budoucnu by tento genotyp mohl potencionalné

poskytnout prognostické informace o zavaznosti onemocnéni. (Lata, 2010) (Keil, 2012)

Toto onemocnéni nejCastéji postihuje mladé lidi, ale stale vice pacienttl, zhruba 15%
vSech diagnostikovanych pfipadd, se poprvé objevi ve vyssim véku. Vyskyt starSich
dospélych s nové diagnostikovanou Crohnovou chorobou v poslednich letech neustale
stoupa, rocné se zvysuje o 5% a celkova prevalence je 1 ze 160 starSich dospélych.

(Nachand D. 2020)

Pacienti s Crohnovou chorobou jsou vystaveni zvySenému riziku rakoviny, osteoporozy,
anémie, nedostatkt ve vyZzive, deprese, infekce a trombotickych ptihod. (Wofl J.H., 2020)
(Veauthier B. 2018)

Pro v€asnou diagnostiku pouzivame ileokolonoskopii, zobrazovaci diagnostiku, ktera
hraje stale dilezitou roli pti hodnoceni dal§ich mist onemocnéni v segmentech stfeva s
intramuralnim zanétem nebo nepiistupnou endoskopii a pii hodnoceni 1écebné odpovedi

vzhledem k tomu, Ze je neinvazivni, ma zvySenou pifijatelnost pro pacienty a je velmi



presnd. Po stanoveni diagnézy Crohnovy choroby by meéli byt pacienti fenotypizovani
podle Montrealské klasifikace a vySetfeni na mimostievni projevy a piidruzena
autoimunitni onemocnéni. Hodnoceni aktivity onemocnéni v kombinaci s fenotypem a
endoskopickymi znaky umoziiuje 1ékaiim zvolit nejlepsi mozny 1écebny rezim, protoze
tyto faktory jsou dulezitymi prediktory pribéhu onemocnéni a komplikaci. (Baumgart
D.C. 2012)

L1 terminalni ileum L2 tlusté strevo
L3 ileum a tlusté stievo

L4 horni ¢ast GIT L5 horni ¢ast GIT a distalni onemocnéni

Obr.2 Montrealska klasifikace (vlasmi ilustrace)



Pacienti s Crohnovou chorobou maji dnes vynikajici prognézu dlouhodobého preziti a
ptijatelné kvality zivota. Nové léky, nutriCni terapie, pokroky ve vyvoji chirurgické
techniky, lepsi pooperacni péce a rozpoznani rizika rakoviny zlepsily vyhlidky. Zejména
strikturoplastiky se pouzivaji k prevenci syndromu kratkého stfeva, zavaznému
malabsorpénimu syndromu, ktery je dusledkem opakovanych dlouhych resekci. Pacienti
se syndromem kratkého stfeva mohou vyzadovat domaci parenteralni vyzivu nebo

dokonce transplantaci tenkého stfeva. (Cohen R.D., 2002)

normalni stéevni abnormalni strevni
mikrobiota mikrobiota

% prinik mikroorganismu
»
o

zvySena permeabilita
—~, g oslabené bariérové
snizeni tvorby

iy s funkce
abnormalni  jjfa-defenzinii,

tvorba hlenu  peta-defenzinii / ,

Th17 Thl

poskozujici zanet

Obr. 3 Crohnova choroba, imunopatogenetické mechanismy (viastni ilustrace)
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2.3.2. Ulcerozni kolitida

Ulcerdzni kolitida je chronické zanétlivé onemocnéni sliznice tlustého stfeva, které
zaCina v konecniku a postupuje proximalné kontinualnim zptsobem ¢asti nebo celym
tlustym stfevem. Je to vycCerpavajici, celozivotni, recidivujici a remitentni onemocnéni s

nepiedvidatelnym prabéhem. (Ordas I. 2012)
Charakteristickym pfiznakem onemocnéni je krvavy prijem, doprovazeny bolesti bficha.

Ulcerdzni kolitida se muze objevit v riznych formach, naptiklad jako zanét sliznice
koneCniku a panikulitida, které se vyskytuje ve 20 % pfipada. U tohoto onemocnéni
vysledky kolonoskopického vysetteni ukazuji na postupujici zanét, ktery postihuje celou
oblast konec¢niku a tlustého stfeva. Jakmile se UC zhorsi, mohou se ve sténé stieva
vyvinout nezhoubné nadory (polypy). Jednim z nejvyraznéjsich ptiznaki UC tézky zanét
vrstev hlenu tlustého stfeva a také tézky zanét konecniku, ktery se muze rozsifit i do
hlubsich oblasti stfeva. MiZe také postihnout svalovou vrstvu tlustého stieva. V dusledku
toho se snizuje pocCet stievnich pohybu. Jedna se o tzv. toxicky megakolon. (Kohout,

Pavlickova, 2000)

Odbér bioptickych vzorkt patii mezi nejdalezitéjsi diagnostickou metodu a mélo by byt
odebrano zrekta nebo segmentu stfeva, u té Casti, kterda neni postizena zanétem.

(Kagueyama F. M., 2014)

Patogeneze je multifaktorialni a zahrnuje genetickou predispozici, ale také faktory
prostiedi a neregulovatelné imunitni odpovédi. Do rizikovych faktord mazeme zaradit i

nedavné infekce salmonelou nebo campylobakterem. (Pravda J. 2019)

Vyskyt onemocnéni vrcholi v Casné dospélosti, ale pacienti mohou onemocnét od raného

détstvi.

Pacienti s ulcerdzni kolitidou maji zvySené riziko vzniku rakoviny tlustého stieva a méli
by pravidelné podstupovat kolonoskopii pocinaje osmi az deseti lety po stanoveni

diagnozy.

Dale mizeme zaznamenat nedostatek Zeleza u vice nez 50 % lidi trpici ulcerdzni

kolitidou. (S. Seyedian, 2019)
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bakterialni
infiltrace do
lamina propria

Lamina
propria

krevni céva @ @ @

Obr. 4 Schéma patogeneze ulcerdzni kolitidy (vlastni ilustrace)

2.3.3. Nespecificky stievni zdanét

Neklasifikované zanétlivé stfevni onemocnéni (IBDU) je chronické onemocnéni
gastrointestinalniho traktu a nejvzacnéjsi z podskupin IBD, kam patii ulcerozni kolitida
a Crohnova choroba. IBDU je charakterizovana klinickymi a endoskopickymi pfiznaky
chronické kolitidy bez specifickych znakt pro UC nebo Crohnovu chorobu, ale ma spise

rysy obou. (Dignass, 2012)
IBDU u déti je dvakrat Castejsi nez onemocnéni dospélych.

Termin IBDU se pouziva v piipadech kolitidy, kdy endoskopicky a histologicky nalez

neumoziuje rozlisit mezi UC a Crohnovou chorobou. (Thurgate L.E, 2019)
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2.4. Lécha

Cilem lécby je navodit remisi UC nebo Crohnovy choroby. Lécba IBD se déli na 1écbu

mirného, stiedné tézkého a tézkého onemocnéni. (McDowell C., 2020)
Farmakologicka 1écba

Prvni volbou u 1éCby je terapie kyselinou 5-aminosalicylovou, bud’to per os nebo per
rectum. Rektalni podani poskytuje az 100krat vyssi koncentraci ucinné latky v misté
zanétu, a proto je pro navozeni remise preferovano pied peroralnim uzitim. Pokud je 1écba
neucinna, lze ptidat kortikosteroidy, které muzeme podavat i intravenozné. (Pithadia

A.B., 2011)

U pacientt, kterym jsou podavany steroidy, je nezbytné posoudit hustotu kosti;
osteopordza ma u té€chto pacientli vyznamnou morbiditu. Pokud se predpoklada uzivani
steroidi po dobu delsi nez 3 mésice, mély by byt zavedeny dopliky vapniku a

bisfosfonaty. (McDowell C., 2020)

Nektera antibiotika, jako je amoxicilin, ciprofloxacin, metronidazol a azitromycin,

mohou zlepsit ptiznaky a pouzivaji se jako podptrna lécba.
Chirurgicka l1écba

V piipadé neucinné medikamentdzni 1écby, je u zavazného onemocnéni indikovan
chirurgicky zakrok. Potieba chirurgického zakroku je Casta. Az 57% pacientt potiebuje
alespon jednu operaci. Chirurgicky zakrok je Casto nutny k 1écbé pistéli, abscest a
peritonealnich onemocnéni. Chirurgickou 1écbu vSak lze pouzit v pripadech, kdy
farmakologicka 1écba nezlepsuje ptfiznaky IBD. (Veauthier B. 2018) Tato 1écba nemusi
chorobu vylécit. Pooperacni recidiva je charakteristickym rysem klinického prabéhu
onemocnéni. Po resekci terminalniho ilea u Crohnovy choroby lze u vétSiny pacientd
beéhem nekolika tydnl prokazat aftozni 1éze v misté anastomozy a az u 80 % pacientl se

do 12 meésict endoskopicky prokaze recidiva. (Pathirana W.G.W.,2018)
Biologicka 1écba

Biologicka 1écba IBD pomoci monoklonalnich protilatek proti cytokinim: anti-TNF,
antiintegrinové latky a protilatky proti interleukinu 12/23p40. Celkova ucinnost anti-TNF

latek je nejvétsi, pokud jsou podavany do dvou let od za¢atku onemocnéni. Tyto 1éCebné
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postupy sice zlepSuji ¢asné priznaky onemocnéni, ale z dlouhodobého hlediska mohou

ptiznaky zhorSovat. (S. Seyedian, 2019) (Ehrmann J., Kone¢ny M., 2011)

Mezi nezadouci ucinky biologické 1écby patfi imunitné zprosttedkované infuzni reakce,
kozni 1éze, artritida a demyelinizacni poruchy, které vSak obvykle bud’ samy ustupuji pii

ukonceni 1écby, nebo jsou relativné vzacné. (Ganzetti G., 2016)

K dnesnimu dni jsou pro pouziti u IBD schvaleny Ctyfi rizné anti-TNF-a piipravky.
(Paramsothy, S, 2018) Mezi né napiiklad fadime Infliximab (IFX), coz je 75% humanni
a 25% my$§i monoklonalni protilatka. (Zboftil V., 2005), Adalimumab (ADA) je huménni
IgG1 imunoglobulin a golimumab (GLM) pouzivame u pacientu s ulcer6zni kolitidou ve
vysokém stadiu aktivity, pti které jiz nefunguje zékladni medikamentdzni terapie. (Douda

T., 2017)
Fekalni mikrobialni transplantace

Lécba IBD pomoci fekalii se zkousi jiz n€kolik let. Je to metoda pfimé zmeény stfevni
mikroflory piijemce, kterd normalizuje jeji slozeni a pfinasi terapeuticky prospéch. Pred
transplantaci by mél byt dusledné proveden vybér darci pomoci dotazniku, pohovoru,
krevnich testl a vySetfeni stolice, aby se snizil vyskyt nezadoucich G¢inkt a zabranilo se
jim. (Weingarden A.R., 2017) Cilem FMT je obnovit stfevni mikrobiotu zavedenim
vhodné bakterialni populace infuzi stfevni mikrobioty, napfiklad prostfednictvim
kolonoskopie, orogastrické sondy, klyzmatu nebo peroralné ve formé kapsle, ktera

obsahuje lyofilizovanou latku. (Tan P., 2020)
Dieta

Enteralni vyziva - zahrnujici monomerni, oligomerni nebo polymerni diety - pouzivana
po dobu 1-2 mésict, mize piinést kratkodobou remisi pfiblizné u 70 % pacientt. Mezi
samotnymi dietami neni zadny zvlastni rozdil. Toto zlepSeni v§ak musi byt podpofeno
dalsi medikamentdzni 1écbou. (Di Caro S., 2019) Strava hraje u IBD vyznamnou roli a

dietni faktory se podileji na patogenezi, rekurenci a lécbe IBD. (Gatti S., 2017)
Podpirna lécba

Analgetika, anticholinergika a antidiarhoika hraji podptrnou roli ke snizeni pfiznakd a
zlepSovani kvality zivota. Tyto léky by mély byt individualizovany na zakladé ptiznaka

L%

pacienta a podavany navic k protizanétlivym lékam. (Pithadia A.B., 2011)
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Lécéba IBD béhem téhotenstvi

Te&hotenstvi je u pacientek s klidovou formou IBD obvykle bezproblémové. U pacientek
s aktivnim onemocnénim je vys$i pravdépodobnost potratu, pred¢asného porodu nebo
narozeni ditéte s porodni hmotnosti pod normou. Vhodnou 1é¢bou pro t€hotné miazou byt
kortikosteroidy, které se jiz mnoho let bezpecné pouzivaji. Za naprosto nezadouci 1écbu
povazujeme imunosupresiva, kterd mohou zvysit riziko vzniku vrozenych malformaci.

(Pithadia A.B., 2011)

2.5. Diagnostika IBD

K diagnostice IBD se Casto pouzivaji klinicka, endoskopicka, histologicka a radiologicka

vysetieni. Piiblizné 7-10% nespecifickych stfevnich zanétl je nejasnych.

Mezi klinické pfiznaky tohoto onemocnéni patii poruchy rastu u déti, anémie, bolesti

bficha, krvavé prijmy a artritida. (Oliveira S.B., 2018)

K presné diagnostice Crohnovy choroby a Ulcerozni kolitidy se pouzivda moderni
lékarské vybaveni, jako je radiografie horni casti traviciho traktu, endoskopie,
kolonoskopie a odbér vzorku z traviciho traktu. Vyse uvedené vybaveni pomuze rozlisit
tato dvé onemocnéni. V zavaznych piipadech a pfi tézké infekci tlustého stfeva je vSak

diagnostikovani téchto dvou onemocnéni velmi obtizné. (Lata, 2010)

Crohnova choroba muiZze zpisobovat mechanické obstrukce stfeva v dasledku jizveni a
otokt. Viedy ve stfevnim traktu se mohou vyvinout do vlastnich traktd, tzv. pistéli. Aby
bylo mozné zavést nejlepsi 1écbu Crohnovy choroby, je tfeba identifikovat oblasti téla

postizené onemocnénim. K tomuto ucelu 1ze pouzit radiografické metody. (Keil, 2012)

Prestoze neexistuje zadny specificky test pro diagnozu CD nebo UC, jsou pro stanoveni
diagnézy nutna nektera fyzikalni vySetfeni, laboratorni vySetfeni a endoskopie. V
nékterych ptipadech lze zanétlivé stievni onemocnéni diagnostikovat pomoci presnych
lékarskych vySetfeni, jako je vySetfeni stolice, kompletni krevni obraz, baryovy rentgen,
radiologické testy, sigmoideoskopie, kolonoskopie, horni endoskopie, kapslova

endoskopie a nékteré dalsi krevni testy. (S. Seyedian, 2019)
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3. Calprotectin

Calprotectin je protein patfici do rodiny proteint S-100.1 o velikosti 36,5 KDa vazajici
na sebe vapnik a zinek. Je slozen zjednoho lehkého, dvou tézkych fetézch vazajici
vapnik. Uvolfiuje se v dobé bunécného stresu nebo poskozeni postupné z leukocytt
béhem jejich aktivace nebo po rozpadu. (Khaki-Khatibi F. 2020) Akumulace neutrofilt
ve sliznici, coz je vlastnost zanétlivého vzplanuti, mé za nasledek uvoliiovani fekalniho
calprotectinu (FC) do stolice, kde mize byt snadno meéfen. Zejména piitomnost
calprotectinu ve stolici kvantitativné souvisi s migraci neutrofila do gastrointestinalniho
traktu (GI). Je to uzite€ny marker stfevniho zanétu také proto, ze na rozdil od jinych
systémovych zanétlivych markert jeho hladina neni ovlivnéna jinymi pfiCinami zanétu.

nez jsou stievni. (Caviglia GP, 2018)

Calprotectin  ma nékolik biologickych vlastnosti vcetné¢ antimikrobialnich,

imunomodulacnich a antiproliferacnich aktivit.

Stanoveni calprotctinu je neinvazivni prediktivni test s vysokou ucinnosti a vysokou
citlivosti pro zanétlivé stfevni onemocnéni, ale 1 jako marker kolorektalniho karcinomu.
Kromé toho ma mnoho klinickych vyuziti, naptiklad zvySena hladina v séru znaci rizné
imunologické a imunopatologické stavy. Hladiny calprotectinu v séru se rychle zvySuji
vreakci na bakterialni infekce ledvin a srdce nebo pfi odmitnuti transplantatu.
Calprotectin v séru u pacientt s IBD pfimo koreluji s hladinami Calprotectinu ve stolici
a jsou tak u€inngjsi v diagnostice IBD ve srovnani s CRP a albuminem. I kdyz je citlivy,
neni specificky, protoze muize byt zvySeny mimo jiné i u rakoviny tlustého stieva,
divertikulitidy, infek¢ni kolitidy a ischemicke kolitidy. (Sridhar M. 2019) (Edith Pérez de
Arce 2020)

3.1.  Uloha calprotectinu

Funk¢nost fekalniho calprotectinu jako laboratorniho markeru byla studovana v riznych
oblastech diagnostiky a 1écby idiopatickych stfevnich zanétt, vcetné odliSeni IBD od
syndromu drazdivého tracniku, hodnoceni endoskopické aktivity onemocnéni, hodnoceni

histologické aktivity onemocnéni, predpovedi recidivy onemocnéni a odpovédi na 1écbu.
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Pouziva se k diagnostice, sledovani aktivity onemocnéni, vedeni 1écby a predpovédi
relapsu onemocnéni a pooperacni recidivy u IBD. (Khaki F., 2020 ) (Pathirana W.G.
2018)

Obr.5 Krystalovad struktura calprotectinu (vlasmi ilustrace)

Cerny a modry fetézec predstavuji SI00A8 a S100A9. Riizové kulicky piedstavuji Mn2+
a zelené kulicky Ca2+.

3.2. Moznosti stanoveni

Lze jej detekovat v télesnych tekutinach, vzorcich tkéni a stolici a je povazovan za marker
aktivity neutrofilti, protoze calprotectin predstavuje piiblizné 60 % celkového mnozstvi

bilkovin v téchto bunkach. (Rokkas T. 2018)
Meéfeni fekalniho calprotectinu lze provadét kvalitativné i kvantitativng.

Pti kvalitativnim méfeni se k detekci fekalniho calprotectinu pouzivaji monoklonalni
protilatky a pfi pozitivnim vysledku se zjistuje, zda je fekalni calprotectin pozitivni.
Pozitivni vysledky jsou charakterizovany vyskytem barevnych Car na testu ¢i kazeté. Pri
kvalitativnim mefeni se vSak uvadéji pouze pozitivni nebo negativni vysledky. (Khaki-

Khatibi F. 2020)
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Pro kvantitativni hodnoceni calprotectinu lze pouzit rizné metody, vétSina z nich je
zalozena na enzymovém imunosorbénim testu (ELISA); byly také =zavedeny
chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy (CLIA), fluoroenzymové imunoanalyzy (FEIA) a
turbidimetrické imunoanalyzy se zvySenym obsahem castic (PETIA). (Mumolo

M.G.,2018)
Point-of-Care Tests

Vzhledem k tomu, ze test ELISA ma fadu nevyhod, jako je jeho ¢asova narocnost a
pristrojové vybaveni, staly se v klinickych podminkach popularnimi testy na calprotectin
point-of-care (POC), 1 kdyz stale vyzaduji odbér vzorku stolice, coz snizuje uzivatelsky
komfort. Metodou Casto pouzivanou v POC testech je kvantitativni imunochromatografie.
Tento rychly test umoziuje pacientim méfit si hodnoty calprotectinu ve stolici doma.

(Pathirana W.G.W.,2018)
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4. PRAKTICKA CAST

4.1. (il prdace

Cilem mé bakalaiské prace bylo zmapovat problematiku idiopatickych stfevnich zanétu.
Jako tukol jsem si zadala popis a celkové wvySetfeni -calprotectinu metodou

chemiluminiscence na piistroji LIAISON® XL.

Jako posledni cil prace jsem se pokusila prokazat, zda IBD postihuje vice urcité vékové

skupiny.

4.2. Vyzkumné otazky a hypotézy

Prvni hypotézou je, ze predpokladame zda vyskyt pozitivniho nalezu u pacienti z

gastrologické ambulance je mensi nez 10%

Druhou hypotézou zjistujeme vyskyt pozitivniho nalezu v procentech u pacientti nad 60

let bude vyS$si nez u ostatnich vékovych skupin.

Treti hypotézou, je vyskyt vyssiho pozitivniho nalezu u zen, oproti muzim.

4.3.  Odbér a transport vzorkii

Odbér stolice na vySetfeni calprotectinu zvladne pacient sam po pouceni lékarem,

popiipad€ pomoci navodu, ktery dostane v ordinaci.

Vzorek, nejlépe prvni ranni stolice odebira pacient do prazdné specialni odbérné nadoby,
jakékoliv jiné Cisté nadoby nebo na suchy ¢isty odbérovy papir. Odebirana stolice nesmi
pfijit do kontaktu s biologickymi €1 chemickymi latkami, napfiklad v pfipravené nadobé

a také s vodou z toalety. Dostacujici je velikost liskového ofisku.

Stabilita nativni stolice je 5 dni pfi 2-8 °C, pii delSim skladovani -20 °C.
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S. STANOVENI KALPROTEKTINU

5.1.  Princip

Soupravu LIAISON Calprotectin mizeme zatadit mezi principy sendvi¢ového stanoveni.
Jedna se o chemiluminiscen¢ni imunoanalytické stanoveni (CLIA) in vitro uréené pro
kvantitativni méfeni fekalniho calprotektinu v lidské stolici. Pfi tomto stanoveni se
inkubuje extrahovany vzorek stolice s paramagnetickymi Casticemi potazenymi
monoklonalni protilatkou, ktera se specificky vaze na calprotectinovy heterokomplex. Po
inkubaci pomoci promyvaciho cyklu se odstrani nenavazany material. Do reakce se ptfida
monoklonalni protilatka konjugovana s isoluminolem, ktera se vaze na jiné vazebné misto
calprotectinu a provede se inkubace. Nenavazany konjugat se odstrani druhym promytim.
Poté se pridaji startovaci Cinidla, ¢imz se spusti prudka chemiluminiscencni reakce.
Svételny signal se méfi fotonasobicem v relativnich svételnych jednotkach. Mnozstvi
pfitomného calprotectinu je ureno kalibracni kfivkou, kterd je meéfena pomoci
kalibracnich roztokii pred zacCatkem méfeni a urCuje zavislost mezi svételnymi

jednotkami a koncentraci calprotectinu pfitomného ve vzorcich.

Mezi vyhody stanoveni calprotectinu metodami CLIA muzeme zatadit vysokou citlivost,
ktera je dualezitym faktorem diagnostické schopnosti méfeni calprotektinu pro
screeningové ucely. Dalsi vyhodou je vysoky prichod vzorkt analyzatorem, z tohoto
divodu nejsme omezeni poCtem pacientt, ktefi by se vesli na desticku. Podstatny je i

kratky Cas detekce. Metoda také prinasi vysokou linearitu méteni pii opakovatelnosti.

Nevyhody stanoveni jsou vysoké naroky na Ccistotu samotné analyzy — mozna

kontaminace vody ¢i reagencii.
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5.2.  Reagencie a vybaveni

Pro stanoveni calprotectinu jsem vyuzivala test LIAISON® Calprotectin Assey od firmy

DiaSorin.
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Obr. 6 Souprava LIAISON® Calprotectin Assey (zdroj viastni)

Set obsahuje: ¢inidlo s magnetickymi ¢asticemi potazené mysi monoklonalni protilatkou

proti calprotectinu, konjugat, reakéni pufr a Cinidlo pro fedéni vzorkd. V baleni dale

nalezneme reagencie potfebné pro samotnou analyzu, jez zahrnuje lyofilizované

kalibratory, LIASON® Q.S.E.T. Buffer a LIASON® Calprotectin Control Set.

Obr. 7 Komplexni cinidlo (zdroj vilastni)
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Obr. 8 Lyofilizované kalibratory (zdroj viastni)

Pro provedeni metody dale potfebujeme polypropylenové zkumavky s inokulacni klickou
o objemu 15ml se §roubovacim vi¢kem, tiepacku typu vortex a analyzator LIATSON®

XL.

Obr. 9 Polypropylenové zkumavky s inokulacni klickou (zdroj viastni)
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Obr. 10 Analyzator LIAISON® XL. (zdroj viastni)

5.3.  Postup analyzy

Postup metody pro ucely vyzkumu této bakalarské prace byl nasledujici:

1. Zkumavky se naplni 6 ml 5x fedéného pufru

2. Tycinkou na vicku se nabere stolice tak, aby se drazky plné zaplnily.

hat

Odbérovou tycCinku vlozime zpét do zkumavky, kdy prebytek stolice zistane ve
vicku. Do roztoku se dostane piesné mnozstvi stolice dané velikosti drazek.
Zkumavka se oto¢i dnem vzharu a 60 minut nechame klepat na tfepacce.

Poté protiepeme v ruce tak, aby v zarezech nezuistaly zbytky stolice.

Dévame pozor na pénu, pokud se vytvori, odstranime ji

Otevieme, vlozime do stojanku pro calprotectin, vlozime do Liaisonu a méfime.

® N ok

Meéfeni trva cca. 45 minut.
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6. VYSLEDKY A STATISTICKE ZHODNOCENI

6.1. Zakladni statistické udaje

Pro statistické zhodnoceni bylo celkem pouzito 7929 pacientskych vzorka bez rozdilu

pohlavi ¢i véku, ve kterych byla stanovena hladina calprotectinu.

Tabulka 1: PocCet pozitivnich a negativnich nalezti ze souboru vzorkd za rok 2019-2021

Celkovy pocet Pozitivni Negativni
7855 2789 5066

Z divodu nedodaného materialu, $patného odbéru bylo ze statistického zhodnoceni

vytazeno celkem 74 vzorka.
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Graf 1: Pocet pozitivnich a negativnich nalezti u muzu z celkového poctu 3426 vzorkt za

rok 2019-2020

® pozitivni = negativni

Graf 2: Pocet pozitivnich a negativnich nalezi u Zen z celkového poctu 4428 vzorkl za

rok 2019-2021

= pozitivni = negativni
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Graf 3: Pocet pozitivnich a negativnich nalezi u muzu vékové skupiny 0-5 let.

= negativni  ® pozitivni

Graf 4: Pocet pozitivnich a negativnich nalezi u zen vékové skupiny 0-5 let.

= negativni = pozitivni
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Graf 5: Pocet pozitivnich a negativnich nalezi u muzu vékové skupiny 6-15 let.

= negativni  ® pozitivni

Graf 6: Pocet pozitivnich a negativnich nalezi u zen vékové skupiny 6-15 let.

® negativni  ® pozitivni
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Graf 7: Pocet pozitivnich a negativnich nalezti u muzi vékové skupiny 16-30 let.

= negativni  ® pozitivni

Graf 8: Pocet pozitivnich a negativnich nalezti u zen vékové skupiny 16-30 let.

= negativni  ® pozitivni
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Graf 9: Pocet pozitivnich a negativnich nalezi u muzt vékové skupiny 31-45 let.

= negativni  ® pozitivni

Graf 10: Pocet pozitivnich a negativnich nalezi u zen vékové skupiny 31-45 let.

= negativni  ® pozitivni
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Graf 11: Pocet pozitivnich a negativnich nalezd u muzi vékové skupiny 46-60 let.

= negativni  ® pozitivni

Graf 12: Pocet pozitivnich a negativnich nalezi u zen vékové skupiny 46-60 let.

= negativni  ® pozitivni
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Graf 13: Pocet pozitivnich a negativnich nalezd u muzi vékové skupiny 61-75 let.

= negativni  ® pozitivni

Graf 14: Pocet pozitivnich a negativnich nalezi u zen vékové skupiny 61-75 let.

= negativni  ® pozitivni
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Graf 15: Pocet pozitivnich a negativnich nalezi u muzt vékové skupiny 75 a vice.

= negativni  ® pozitivni

Graf 16: Pocet pozitivnich a negativnich nalezi u zen vékové skupiny 75 a vice.

= negativni  ® pozitivni
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Graf 17 : Pocet pozitivnich nalezli podle vé€kovych skupin.

121 128
| 727
0-5 let = 6-15 let = 16-30 let 31-45 let
= 46-60 let = 61-75 let =75 avice

Graf 18: Pocet pozitivnich a negativnich nalezti z gastrologické ambulance z celkového

poctu 4981 vzorkt

= negativni  ® pozitivni
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Stanoveni hypotézy

Hypotéza: Vyskyt pozitivniho nalezu u pacientli z gastrologické ambulance je mensi nez

10%

Tabulka 2: Procentualni zastoupeni pozitivnich nalezi u pacientd z gastrologické

ambulance.

Pozitivni vysledek (%)

Gastrologicka ambulnace 41 %

Vysledek statistické analyzy hypotézu vyvratil. Ze vSech moznych pozitivnich nalezui je

celkove 41% pacientd z gastrologické ambulance.

Hypotéza: Vyskyt procentualniho pozitivniho nalezu u pacientt nad 60 let bude vyssi nez

u ostatnich v€kovych skupin.

Tabulka 3: Procentualni zastoupeni pozitivnich nalezii podle vékovych skupin.

Vékové rozmezi Pozitivni vysledek (%)
0-60 let 32 %
61 a vice 55 %

Vysledek statistické analyzy hypotézu potvrdil. V ramci mnozstvi stanovovanych vzorku
bylo vice ve skupiné do 60 let, zastoupeni pozitivnich jednoznacné prevysuje vékova

skupina nad 60 let.
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Hypotéza: Vyskyt vyssiho pozitivniho nalezu u zen, oproti muzu.

Tabulka 4: Procentualni zastoupeni pozitivnich vysledk(i vzhledem na pohlavi.

Pohlavi Pozitivni vysledek (%)
Zena 19,33 %
Muz 16,16 %

Vysledek statistické analyzy hypotézu potvrdil. Procentualni zastoupeni pozitivniho

nalezu u Zen je vetsi nez u muza.
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7. DISKUZE

Cilem naseho vyzkumu bylo osvojeni si zakladni identifikacni metody calprotectinu
v ramci laboratorni praxe. Dal§im cilem bylo osvojeni si zakladni interpretaci vysledku

pouzité metody.

Ke stanoveni hodnot calprotectinu jsem pouzivala metodu LIAISON® Calprotectin Assey

od firmy DiaSorin.

Na zacatku zpracovani jsem si stanovila hypotézu, vyskyt pozitivniho nalezu u pacientt
z gastrologické ambulance je mens$i nez 10 %. Stanovenou hypotézu jsem vsak vyvratila.
Potvrdilo se, ze pozitivnich nalezi pacient z gastrologické ambulance je vice, celkem
2049 coz je 73 % veskerych pozitivnich vzorkii za dané obdobi. Muzeme tedy
konstatovat, Ze vétsina pacient spada pod gastrologickou ambulanci ¢i oddéleni, jelikoz
z celkového poctu 7855 vzorkd, bylo 4981 z oddéleni gastrologie. Tim mtzeme potvrdit,
Ze pacienti s IDB cCastéji navstévuji a jsou poté v nasledné péci odbornik namisto v péci

praktického lékare.

Dalsi hypotézou bylo, vyskyt procentualniho pozitivniho nalezu u pacienti nad 60
let bude vy$si nez u ostatnich vé€kovych skupin. Tuto hypotézu jsme potvrdili. Takze
muzeme konstatovat, ze IBD opravdu postihuje vyssi vékovou skupinu obyvatel. Z nasi
statistiky vyplyva, Ze vice jak 55 % pacientu testovanych ve vékové skupiné vice jak 60
let ma pozitivni vysledek. U nizsich v€kovych skupin jsme pozorovali nizsi zastoupeni

konkrétn€ 32 % pozitivnich pacient vii¢i poctu celkové testovanych.

Posledni hypotézou je ze, vyskyt vys§iho pozitivniho nalezu u Zen, oproti muzi.
Stanovenou hypotézu jsme potvrdili. Rozdil sice neni markantni, u Zen je celkovy
pozitivni nalez u 19,33 % a u muzt 16,16 %. Dle naseho zjisténi, je patrné ze pohlavi na

vyskyt tohoto onemocnéni nema tak velky vliv jak neékteré zdroje uvadi.

Ze statistickych dat jsme zjistili, ze u vSech vySetfovanych pacientt, ktefi méli podezieni

na IBD, se tento vysledek potvrdil u 35,5 % z nich.

V prvni vékové skupiné 0-5 let jsme vySetiili celkem 418 vzorkd, kdy 79 pozitivnich
vysledkd u muzi prevladalo nad 49 pozitivnimi vysledky zen. Vzhledem k tomu, Ze to je

nejniz§i veékova kategorie, kde se vyskyt IBD v zasadé nepredpoklada, je vyskyt
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pozitivnich pacientii nezanedbatelny. Z tohoto divodu by pediatii méli myslet i na toto

onemocnéni.

Do druhé vékové kategorii 6-15 let spadalo 1428 vzorkd, kdy opét prevladli pozitivni
vzorky u muzl 171, oproti zenam, které meéli pozitivnich vysledka 115. V této veékové
kategorii se podezieni na IBD potvrdilo nejméné piipadi ze vSech zkoumanych vékovych
skupin. Dé se tedy predpokladat, ze stfevni onemocnéni v tomto véku souvisi spiSe

s bakterialni nebo virovou infekci.

Treti vékova skupina od 16-30 let méla celkové 1912 vzorku, kdy v této vékové kategorii
poprvé pievladly Zeny s celkovym pocCtem 341 pozitivnich vysledkt oproti 218
pozitivnich vysledk u muzi. Toto byla druha nejvice zastoupena skupina pacienti. Od

této vékové kategorie jsme zaznamenali pifevahu pozitivnich vysledkt zen nad muzi.

U nejpocetngjsi ctvrté vekove skupiny od 31-45 let mame 1968 vzorkd, kdy v této vékové
kategorii opét prevladli pozitivni vysledky zen a to ve 413 piipadech, oproti u muzi to
bylo 314 pozitivnich vysledkii. Znamena to tedy, ze vyskyt nemocnéni bylo potvrzeno u

zhruba u jedné tietiny vySetfovanych vzorku.

Pata vékova skupina 46-60 let méla celkoveé 1251 vzorkd, kdy zeny mély 302 pozitivnich
vysledki a muzi 265 pozitivnich vysledkd. V této vékové skupiné si mizeme vSimnout,
ze zachyt pozitivnich vzorkt dosahuje skoro 50 % celkové vySetfovanych. Podle

ziskanych dat mizeme usoudit, ze incidence tohoto onemocnéni stoupa.

Dalsi veékova kategorie 61-75 let meéla celkove 804 vzorkl, kdy zeny mely 240
pozitivnich vysledki a muzi 203 pozitivnich vysledk. Pomér pozitivnich vysledka je
vice nez 50 %. Lze u soudit, Ze screening IBD v této vékové kategorii je 1épe cileny, a
proto dosahuje tak vysokého poméru pozitivnich vysledka nez u predeslych vékovych

kategorii.

Posledni vékova kategorie 75 a vice let méla 216 vzork. Kdy zeny méli 71 pozitivnich
a muzi 50 pozitivnich vysledka. Tato kategorie byla nejméné zastoupena, z toho lze

usoudit, Ze pacienti s IBD nedosahuji tak vysokého véku.

Ziskané statistické vysledky nam bohuzel nedokazi rozdélit pacienty podle typu
onemocnéni, z davodu chybéjicich informaci od 1ékaii zasilajici tyto pacienty na
vySetfeni. Pokud by tyto informace byli dostupné, mohli by data odrazet danou skute¢nost

o jednotlivych onemocnéni.
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Béhem zpracovani vzorkd, které nepatii tak k béznym metodam stanovenych
v laboratofi, jsme narazili na néktera uskali. Prvnim uskalim muze byt zéapach
z vySetfované stolic. Na nasem oddéleni jsme tento problém vyfeSili tim, ze pfiprava
vzorkd probiha v laminarnim boxu, ktery ma odsavani vzduchu pfes hepafiltry, a tim
eliminuje zapach. Dal§im tskalim je konzistence odebranych vzorku, kdy nékteré vzorky
lze velmi té€zce odebrat z divodu vysoké pevnosti, a zalezi pouze na zkuSenostech
laboranta, jak se s problémem vyporada a dokaze tento ne uplné€ vhodny material na
analyzu zpracovat. V nékterych pfipadech je problém i mnozstvi stolice, nékdy jsou
pacienti pouceni, ze velikost odebraného vzorku mé byt velikosti liskového ofechu,
zasilaji mnozstvi tak malé, ze nelze pouzit pro analyzu, a proto byli tyto vzorky vytazeny

s analyzy a statistického hodnoceni.
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8. ZAVER

Tato bakalarskd prace na téma , Stanoveni calprotectinu ve stolici metodou
chemiluminiscence* je zaméfena na nespecifické stfevni zanéty, jejich diagnostiku, 1écbu

a komplikace.

V teoretické Casti jsem se zabyvala idiopatickymi stfevnimi zanéty a jejich rozdélenim na
Crohnovu chorobu, ulcerozni kolitidu a nespecifické stfevni zanéty. Dale jsem se
zaméfila na calprotectin, jeho ulohu v autoimunitnich zanétech a moznosti jeho

stanoveni.

V praktické Casti jsem stanovovala calprotectin ve stolici u pacient s podezienim na IBD

metodou chemiluminiscence na analyzatoru LIAISON® XL.

Vysledky jsem statisticky zpracovala dle vékovych skupin a pohlavi, které mi dali

odpovéd’ na stanovené hypotézy.

Zjistili jsme, ze pievaha pozitivnich vzorkil u Zen nedosahuje tak vysokych statistickych
rozdilt (19,3 % vs. 16,2 %) jak uvadi nekteré literarni zdroje. (Betteridge J.D., 2013)
Dale jsme zjistili, ze 73 % vSech pozitivné testovanych vzorki pochazi
z gastroenterologickych ambulanci a nejvét§i pomér mezi pozitivnimi a negativnimi

vzorky jsme zjistili ve v€kové skupin€ nad 61 let. (55 % pozitivnich vysledka)

Problematika IBD, ktera je celosveétove na vzestupu si urcité zaslouzi nasi pozornost, kdy

pomoci spravné a v€asné diagnostiky mizeme vyrazné zlepsit kvalitu zivota pacientd.

Sbérem dalSich dat mizeme vypozorovat trendy, které by mohli byt napomocné pfi
screeningu potencialnich pacientd s témito chorobami. Navrhovala bych vétsi spolupraci
mezi laboratofemi a gastroenterologickymi ambulancemi, které by poskytli presné
diagnodzy a vysledky 1éCby u vySetiovanych pacientd, coz by vedlo k uceleni informaci a

moznosti korelace hodnot calprotectinu s typem IBD onemocnéni.
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11.  Seznam zkratek

IBD - Inflammatory Bowel Disease

UC - Ulcerozni kolitida

IBDU - Neklasifikované zanétlivé stfevni onemocnéni
FTM - Fekalni mikrobialni transplantace

POC - point-of-care
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