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Stanoveni kalprotektinu u pacientii s autoimunitni chorobou

Abstrakt

Bakalaiska prace se zabyva autoimunitnimi onemocnéni GIT a laboratornim stanovenim
kalprotektinu metodou chemiluminiscence. V teoretické ¢asti jsem se zaméfila na
jednotliva onemocnéni, jejich popis a moznosti 1écby. Hlavni ¢ast prace je vénovana
laboratorni diagnostice kalprotektinu ze stolice, ktery je aktudln€é jednim z hlavnich
diagnostickych markertt IBD. Statisticky jsem zhodnotila 300 vzorkli u pacientt,
u kterych 1ékat ma podezieni na idiopatické stfevni onemocnéni. Cilem této prace bylo
zjisténi, zda IBD postihuje vice urcité vékové skupiny obyvatelstva, nebo pohlavi, déle

korelace pozitivnich vysledki kalprotektinu s metodami p-ANCA a ASCA.
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Determination of calprotectin in patients with autoimmune disease

Abstract

Bachelor thesis deals with autoimmune GIT diseases and laboratory determination of
calprotectin by chemiluminescence method. In the theoretical part | focused on individual
diseases, their description and treatment options. The main part of the thesis is devoted to
the laboratory diagnosis of calprotectin from stool, which is currently one of the main
diagnostic markers of IBD. | statistically evaluated 300 samples in patients in whom the
physician suspects idiopathic bowel disease. The aim of this work was to determine
whether IBD affects more certain age groups or gender, as well as the correlation of
positive calprotectin results with p-ANCA and ASCA methods.
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idiopathic bowel disease, Crohn's disease, ulcerative colitis, celiacs, calprotectin,
chemiluminescence, ASCA, ANCA
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UvVOoD

Onemocnéni traviciho traktu jsou ¢im dal cCastéjSim problémem soucasné populace.
Idiopatické stievni zanéty (IBD) patii mezi chronickd zanétlivd onemocnéni stiev,
u kterych neni zcela znama pfic¢ina vzniku. Jako mozné faktory pfispivajici k rozvoji
téchto onemocnéni mizeme povazovat genetickou vybavu, skladbu potravin, infekce
sttevni sliznice, kouieni atd. V posledni dobé Ize jiz hovofit o globalnim onemocnéni
vyskytujicim se prevazné v prumyslové urbanizované spolecnosti, se stale se zvysSujici
incidenci. Mezi tyto onemocnéni fadime Crohnovu chorobu, kterd muze postihnout
jakoukoli ¢ast gastrointestindlniho traktu, a ulcerézni kolitidu, jez je primdrné
lokalizovdna na sliznici tlustého stfeva a kone¢niku. VEasné stanoveni diagndzy,
sledovani akutniho stavu pacienta a zapoceti 1écby mulze vyrazné¢ zmirnit komplikace
a nasledky vyplyvajici z t€chto onemocnéni. Toto se vSak zatim neobejde bez invazivnich
metod vySetfeni, kterd nejsou pro pacienta vzdy pfijemnd. Zavadéni novych
neinvazivnich a snadnégji dostupnych vysetfovacich metod je velmi pfinosné pro pacienty
I pro lékafe. Stanoveni mnozstvi kalprotektinu ve vzorku stolice je jednim z nich.
Z laboratorniho hlediska je nutné zvolit dostate¢né citlivou a spravnou metodu stanoventi,

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

rowr

V prvni ¢asti prace teoreticky popisuji jednotlivé choroby idiopatickych sttevnich zanéta,
zam¢fuji se na hlavni rysy, projevy a lokalizaci. Dale se zabyvam jednotlivymi
diagnostickymi postupy nemoci IBD a jejich naslednou 1é¢bou. Zavér teoretické Casti se
tyka popisu kalprotektinu, jeho charakteristiky, vyznamu v IBD a moznosti stanoveni.
V praktické ¢asti se budu zabyvat laboratornim stanoveni tohoto proteinu a statisticky
vyhodnotim vysledky poskytnuté laboratoti Klinické imunologie a alergologie Aeskulab

Praha.

Pro bakalatskou praci jsem si toto téma vybrala z divodu, ze problematika idiopatickych
sttevnich zanéti se mne dotyka, jelikoz mam ve svém okoli né€kolik osob trpicich timto
onemocnénim. Osobné jsem zaZila, jak jim toto onemocnéni komplikuje Zivoty a jak

naro¢né je s touto chorobou Zzit.



TEORETICKA CAST

1. AUTOIMUNITA

Imunitni systém je soubor mechanismul, kterymi je organismus schopen rozpoznat
a eliminovat vlastni, cizi a Skodlivé struktury, a tim zajistit integritu organismu. Pokud je
tato funkce narusena, imunitni systém za¢ne rozeznavat vlastni tkan¢ a organy, reaguje
na n¢, a tim je poSkozuje. Tento d&j se muze objevit i fyziologicky, naptiklad
U odstraiiovani poskozenych bunék. (Hotejsi V., 2013), (Ferencik M., 2005) Diagnostika
téchto stavli vyzaduje interakci klinické Casti s ¢asti laboratorni praxe. (Kostelnik A.,
2018) Autoimunitni onemocnéni se déli predev§im podle lokalizace postizené oblasti v
téle. Zakladni rozdéleni autoimunitniho onemocnéni je systémové, lokalizované a
organove specifické. Na vzniku autoimunitnich onemocnéni se podili né€kolik vnéjsich i
vnitinich faktort. Muzeme tedy fici, Ze autoimunita ma multifaktorialni charakter.
(Hotejsi V., 2013) K typicky lokalizovanym autoimunitnim onemocnénim patii
nespecificka zanétliva onemocnéni stiev — Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida, které
postihuji gastrointestinalni trakt a pati mezi tzv. nespecifické enteritidy. Kromé toho také
celiakie, jez se vyznacuje nesnasenlivosti lepku v obili. (Harris, J., 2016), (Zavada F.,

2010)

1.1. Autoimunitni onemocnéni GIT

Stejn¢, jako u jinych autoimunitnich onemocnéni, neni etiologie zcela jasna a 1isi se
nemoc od nemoci. V disledku autoimunitniho procesu dochézi k patologickym zméndm
Vv travicim traktu, které mohou byt slizniéni (ulcerdézni kolitida, celiakie), nebo
transmuralni (Crohnova choroba) a vedou ke vzniku pistéla, abscesti nebo viedi. (Keil,
2012) Kromé sttev mohou byt postizeny 1 dalsi ¢asti traviciho traktu, od ust az po fitni
otvor. Mohou se objevit i mimostfevni projevy, z nichz nejcastéjsi jsou bolesti kloubt,
otoky, kozni projevy, zanéty o¢niho pozadi, chudokrevnost, nebo poruchy kostniho
metabolismu. (Lata, 2010) Jedna se tedy o chronické poskozujici zanéty s piipadnou

remisi onemocnéni. Oznacujeme je jako idiopatické stfevni zanéty, nebo nespecifické
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sttevni zanéty (inflammatory bowel disease — IBD). ,,Nespecifické*“ — z dosud

nepoznanych pfi¢in a nezcela prozkoumané patogeneze.

1.2. Faktory vzniku

Za moznou piic¢inu vzniku idiopatickych stfevnich zanétlh miizeme povazovat snizenou
rozmanitost stfevni mikroflory, zejména nékterych druhli enterokokii, proteobakterii
i kvasinek, zvlasté u Crohnovy choroby. Lidé, kteti v minulosti prodélali bakterialni nebo
virové infekce (napf. hepatitida, mononukle6za), maji také vys$si pravdépodobnost
rozvoje autoimunitnich onemocnéni. Dalsi pfi¢inou mulze byt geneticka predispozice
pacienta, nebo pohlavi. Zeny jsou nachyIngjsi k autoimunitnim onemocnénim nez muzi
a n¢kdy je u nich n€kolikrat vyssi pravdépodobnost rozvoje onemocnéni. (J.Ehrmann, M.
Kone¢ny, 2011), (J. Krejsek, 2016), (Kostelik A. 2018), (Luka§ M., 2020) Peroralni

antikoncepce muze negativné ovlivnit vyskyt IBD diky trombogennim vlastnostem.

Strava je dilezitym aspektem, kdy vysoky pfijem vldkniny, ovoce a zeleniny muze
chranit pied rozvojem onemocnéni. (E. V. Loftus ml, 2004) (T. Greuter, C. Manser,
V. Pittet 2020)

Primérnd délka zivota lidi s Crohnovou chorobou a ulcerdzni kolitidou se za posledni
desetileti vyrazné prodlouzila — o 6,2 %. Muzeme tedy fici, Ze délka zivota populace
pacientd s IBD se ve vysledku nelisi od primérné délky zivota ¢eské populace. (Lukas

M. 2020)
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1.3. Rozdéleni

Mezi autoimunitni choroby GIT miZeme zatadit:
Crohnovu chorobu
Ulcerézni kolitidu

Celiakii

Obr. 1 a) Crohnova choroba, b) ulcerézni kolitida (viastni ilustrace)

zdravé stievo

tenké st¥evo

celiakie

Obr. 2 Celiakie (vlastni ilustrace)
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2. CROHNOVA CHOROBA

Crohnova choroba je chronické onemocnéni, jez postihuje gastrointestindlni trakt. Je
charakterizovano  transmurdlnim  granulomatéoznim  zénétem, ktery  probiha
diskontinualné¢ a ma tendenci vytvaiet pistéle. Zpusobuje 1éze od ust az po konecnik
a muze vyustit i v mimostfevni komplikace. VétSina pfipadl je omezena na distalni ¢ast
tenkého a tlustého stfeva. (Veauthier B, 2018) Crohnova choroba byva nejcastéji
diagnostikovana u mladych lidi ve véku 18-35 let, jde vSak pouze o orientacni vék,
onemocnéni se muze objevit v kterékoli fazi zivota. Zhruba 15% vSech
diagnostikovanych ptipadii se poprvé objevi ve vyssim véku. Vyskyt star§ich dospélych
s nove diagnostikovanou Crohnovou chorobou v poslednich letech neustale stoupa, rocné
se zvySuje o 5% a celkova prevalence je 1 ze 160 starSich dospélych. Ptiznaky
onemocnéni jsou velice odlisné a zalezi na misté zanétu v travici trubici. Mlizeme vSak
pozorovat tfi hlavni pfiznaky: bolest bficha, prijem (miZze obsahovat hlen a krev)
a hubnuti. Bolest je kieCovitd a objevuje se piedev§im po jidle do 30-60 minut.
(Ranasinghe I.R., 2020) (Nachand D. 2020)

Zéanét na tlustém stfevé provazi krvacivé prijmy, hnisavé projevy konecniku, ale
I mimostievni projevy, jako je artritida, zanéty rohovky a erytém. U zanétu tenkého stieva
chybi prijmy 1 mimostfevni projevy, avSak miZe dojit k neprichodnosti. V oblasti
konecniku a fitniho otvoru miizeme zaznamenat hnisavé projevy, abscesy, pistéle, viedy

a bolestivé vyrustky v konecniku. (Lukas M. 2009), (Ranasinghe I.R., 2020)

2.1. Déleni Crohnovy choroby

lleokolitida — zanét, ktery postihuje terminalni ileum a tlusté stievo. Je to nejcastéjsi
forma. Mezi ptriznaky fadime krvaceni, perforace a obstrukce, tvorba pistél a abscesi.

Casto mtze dojit 1 k oralnimu poSkozeni.

lleitida — zanét postihujici konec ilea, vyskytuje se v 25-35 % ptipadt. Piiznaky jsou

velmi silné kiece, perforace stfeva, abscesy a tvorba pistéli.

Apendicitida — je ¢asto spojena s ileitidou. Probiha v 50 % ptipada.
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Kolitida — zanét vyskytujici se ve 30 % ptipadi, Casto doprovazeny perianalnimi a mimo
gastrointestinalnimi projevy.

Jejunoileitida — zanét, ktery postihuje ileum i jejunum. Nastava pouze v 5 % ptipadi.
Chirurgicka 1é¢ba je zde nejcastéjsi volbou pii 1€cbe pistélt a abscest.

Gastroduodenalni postiZeni — onemocnéni zaludku a dvanactniku, pii kterém se na sténé

objevi jeden ¢i vice viedl. Tato forma vznikd u 0,5 az 4 % ptipada. (Lukas M., 2007)

L1 terminalni ileum L2 tlusté strevo
L3 ileum a tlusté strevo

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

Obr.3 Montrealska klasifikace (viastni ilustrace)

U pacienti velmi Casto dochéazi ke stfidani relapsii a remisi onemocnéni. Pfi¢ina neni
znama, ale miize zéviset na interakci mezi genetickou predispozici, faktory prostiedi
a slizni¢ni imunitou. Pacienti s Crohnovou chorobou jsou vystaveni zvySenému riziku
rakoviny, osteopordzy, anémie, nedostatkli ve vyziveé, deprese, infekce a trombotickych

ptihod. (Wofl J.H., 2020), (Veauthier B. 2018)



Po stanoveni diagnozy Crohnovy choroby by méli byt pacienti fenotypizovani podle
Montrealské klasifikace (obr.3) a vySetfeni na mimostfevni projevy a pridruzena
autoimunitni onemocnéni. Hodnoceni aktivity onemocnéni v kombinaci s fenotypem
a endoskopickymi znaky umoziuje Iékaiim zvolit nejlepsi mozny 1é¢ebny rezim, protoze
tyto faktory jsou diilezitymi prediktory pribéhu onemocnéni a komplikaci. (Baumgart
D.C. 2012)

Pacienti s Crohnovou chorobou maji dnes vynikajici prognézu dlouhodobého pieziti
a prijatelné kvality Zivota. Nové l1éky, nutriéni terapie, pokroky ve vyvoji chirurgické
techniky, lepsi pooperacni péce a rozpoznani rizika rakoviny zleps$ily vyhlidky. (Cohen

R.D., 2002)
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3. ULCEROZNI KOLITIDA

Ulcer6zni kolitida (dfive zvana Idiopaticka proktolitida) je chronické zanétlivé
onemocnéni sliznice tlustého stfeva, které zacind v konecniku a postupuje proximalné
kontinudlnim zplsobem c¢asti nebo celym tlustym stievem. Je to vycCerpavajici,
celozivotni, recidivujici a remitentni onemocnéni s nepfedvidatelnym pribéhem. (Ordas
I. 2012) Zkusenosti 1¢kait ukazuji, Ze pro chovani a rozvoj onemocnéni jsou kritické

prvni tii roky po diagndze.

Klinicky obraz je uréen tfemi hlavnimi faktory. Nejdulezitéjsi je celkovy stupen zanétu,
na druhém misté je proméenlivd intenzita zdnétu a na tietim je pfidruzena dysfunkce stiev.
Jejich kombinace vytvaii u kazdého pacienta klinické obtiZze rizné intenzity, 1 kdyz
povaha obtizi ulcerdzni kolitidy je na rozdil od Crohnovy choroby velmi stereotypni.

(Lukas M. 2009) Ulceroézni kolitida se mtize objevit v riznych forméch.

3.1. Déleni ulcerozni kolitidy

Proktitida — zanét, ktery postihuje posledni Cast tlustého stieva — kone¢nik. Nastup
zangtlivych zmén na normalni sliznici je nahly. Jednim z rysi této formy onemocnéni je

dasté nutkani na stolici.

Levostranna kolitida — postihuje levou stranu tlustého stfeva a kone¢nik. Mezi ptiznaky
patii priijmovitad stolice a krvaceni z kone¢niku, bolesti bficha na levé strané a silny
ubytek hmotnosti. Tuto formu muze doprovazet zvySena teplota a bolesti bficha.

Postihuje az 45 % ptipadi

Fulminantni kolitida — nejhors$i forma, postihuje jiz zminéné ¢asti stieva, ale také piicny
tracnik a v n¢kterych piipadech i celé tlusté stievo. Projevuje se jako silna bolest, ktera
muze vést az k dehydrataci a Soku. Pacienti jsou tak v ohrozeni i dalsimi komplikacemi,
jako je fulminantni prabéh nemoci, toxicky megakolon nebo dokonce perforace stieva.

(Kohout, Pavlickova, 2006), (Lukas M. 2009)
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Pribéh onemocnéni je charakterizovan epizodami relapst a remisi. Po atace nasleduje
dlouhodoba remise, které se vyskytuje asi u 5 % nemocnych. Béhem remise se relapsy
obvykle vyskytuji vice nez dvakrat ro¢n¢, u ziidka intermitujiciho pribéhu jednou a méné
krat do roka. (Gabalec L. 2009) Neni znamo, co zpusobuje relaps ulcerdzni kolitidy,
gastroenterologové se domnivaji, Ze dilezitou roli v recidivach hraje psychicky stres, také
uzivani Sirokospektrych antibiotik a virové respiracni infekce. Jako posledni moznost
jsou naptiklad nedavné infekce salmonelou nebo kampylobakterem. (Pravda J. 2019)
U nékterych Zen télo negativné reaguje na t¢hotenstvi a hormonalni antikoncepci. Na jate
a na podzim je frekvence recidiv vyrazné vyssi. Otazkou zistava, zda to ovliviiuje rocni

obdobi, nebo spise v 1été neprozivame tolik stresu. (Lukas M. 2009)

Pacienti s ulcer6zni kolitidou maji zvysené riziko vzniku rakoviny tlustého stieva a méli
by pravidelné podstupovat kolonoskopii, pocinaje osmi az deseti lety po stanoveni

diagnozy.
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4. CELIAKIE

Celiakii fadime mezi multifaktoridlni onemocnéni, tedy zptisobuji ji nejen vlivy prostiedi,

ale 1 fada imunitnich a genetickych faktora. (Therrien A. 2020)

Geny lokalizované na 6. chromozomu HLA DQ1 a DQBI1 kodujici histokompatibilni
antigeny II. tfidy DQ2 a DQS8 a stejné jako tkanova transglutaminaza maji rozhodujici
vliv na patogenezi celiakie. (Lukas M., 2020) Tento HLA epitop s kombinaci zbytkt
lepku v potravinach (deaminoglidin) vede k patologické reakci organismu, ktera ma za

nasledek zanét sliznice tenkého stieva s naslednou enteropatii a atrofii stievnich klkda.

Lepek je obecné oznaceni pro bilkoviny rozpustné v alkoholu, které jsou pfitomny
v riznych obilovinach, vcetné pSenice, zita, jeCmene. Podstatou poskozeni stievni
sliznice je metabolismus gliadinu, ktery je soucasti lepku. Gliadin je travicimi $t'avami
pfeménén na peptid, ktery je po vstupu do stievnich klki redukovan tkanovou

transglutamindzou a nésledné zachycen buiikou prezentujici antigen.

Prevalence celiakie je v populaci vysoka, uvadi se od 1:200 do 250. Odhaduje se, ze na

kazdého pacienta s diagndzou celiakie piipada 5—7 nezndmych. (Giacomo C. 2019)

4.1. Formy celiakie

V soucasné dob¢ rozliSujeme né€kolik forem celiakie na zaklad€ piiznakl a nalezii na
biopsii stfeva. NejcastéjSim projevem je objev pozitivnich autoprotilatek proti tkanové

transglutaminéze a protilatek proti endomysiu.

Klasicka forma (gluten-senzitivni enteropatie) — postihuje asi 1 z 10 pacienti.
Projevuje se typickymi piiznaky, jako jsou prijem, fidka stolice, nadymaéni, bolesti
bficha, nevolnost nebo zmény na stfevni sliznici. Déti mohou zaznamenat vyvojové
opozdéni — souvisi s poruchami osifikace a svalovou slabosti. PIn¢ vyvinuta forma se

projevuje malabsorpci tuku a vitaminti rozpustnych v tucich.

Subklinicka (atypicka) forma — charakterizovana ptitomnosti neobvyklych symptomu.
Typické ptiznaky se vétSinou neprojevuji v tenkém stievée, ale postihuji spiSe jiné ¢asti
téla a mohou v podstaté ovlivnit jakykoli organ. Je to napiiklad autoimunitni tyreoiditida,
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diabetes I. typu, mohou se objevit i neurologické a psychické problémy (deprese, uzkosti,
migréna) a poruchy reprodukce. Zeny mohou byt nachylné k potratu a piedéasnému

porodu.

Ticha forma — zadné ptiznaky celiakie, proto ji velmi t€Zko rozpozname. Vyznacuje se
pozitivnimi protilatkami v krvi a miZeme pozorovat histologické zmény na stfevni
sliznici.

Latentni forma — byva bez pfiznakl. Nejsou viditelné ani zmény na stievni sliznici.

Jedinym znakem této formy je Casto pozitivni protilatka proti tkanové transglutaminaze.

(Fri¢, Mengerova, 2008), (Sucha V. 2015), (Kostelik A. 2018)

Stanoveni spravné diagndézy muize byt nékdy zdlouhavé kvili Siroké Skéle ptiznakd.
Stievni priznaky jsou Castéjsi u déti kolem 3 let (zacpa, zvraceni, bolesti bficha),
extraintestinalni pfiznaky (Duhringova dermatitida, anémie, deprese) jsou cCast¢jsi
u dospélych. Ptiznaky mohou kolem puberty ustoupit nebo dokonce uplné¢ vymizet
(v dospélosti se vsak vraci). Tato skuteénost komplikuje vcasnou diagnostiku
a v dasledku toho je typ onemocnéni Casto objeven az roky po objeveni symptomt.

(Medicina pro praxi [online], 2011), (Kostelik A. 2018)

Pfti podezieni na celiakii se testovani provadi ve dvou fazich. Prvni je detekce ptitomnosti
protilatek proti tkanové transglutamindze (antiTTG) a endomysiu (EMA), které jsou
klicovymi markery onemocnéni. Pokud se potvrdi negativni vysledek ve tiidach IgA
algG (tim eliminujeme piipadny imunodeficit imunoglobulinu A), 1ze témét vyloudit
diagnozu celiakie. Pozitivni vysledky anti-TTG se mohou vzacné objevit u chronickych
stavil, jako je onemocnéni jater Ci ledvin. Dalsi fazi po sérologickém vySetfeni mize
nasledovat sliznicni biopsie tenkého stfeva. Standardni histologické vySetfeni biopsie
sliznice, odebrané z proximalni oblasti tenkého stieva, je nejspolehlivéjsi metodou pro
diagnostiku celiakie. DalSimi nespecifickymi markery ke kontrole mohou byt naptiklad

snizené hodnoty folatu nebo vitaminu B12 indikujici malabsorpci. (Luka$ M., 2020),

(Kostelik A. 2018), (Medicina pro praxi [online], 2011)
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5. NESPECIFICKY STREVNI ZANET

Nespecifické zanétlivé stfevni onemocnéni (IBDU) je nejvzéacnéjsi z podskupin IBD.
Jedna se o chronické onemocnéni gastrointestinalniho traktu. IBDU je charakterizovéna
klinickymi a endoskopickymi ptiznaky chronické kolitidy bez specifickych znakt pro

ulcer6zni kolitidu nebo Crohnovu chorobu, ale ma spise rysy obou. (Dignass, 2012)
IBDU u déti je dvakrat ¢astéjsi nez onemocnéni dospélych.

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

neumoziuje rozlisit ulcer6zni kolitidu od Crohnovy choroby. (Thurgate L.E, 2019)
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6. KOMPLIKACE IBD

Je znamo, ze jakakoli nemoc muze vést ke komplikacim, a Crohnova choroba ani
ulcer6zni kolitida nejsou vyjimkou. (Nair M., 2015) Mezi komplikace miizeme zatadit
tézké zanéty stfeva, nebo imunitni reakce, pfipadné¢ malabsorpce nékterych zivin ¢i

zluCovych kyselin. (Lukas M. 2009)

6.1. Lokdlni stievni komplikace

Stfevni komplikace zahrnuji pouze ty, které se vyskytuji v gastrointestinalnim traktu, od

dutiny ustni az po konec¢nik.

6.1.1. Toxicky megakolon

Jedna se o velmi vzacnou komplikaci, pii které se tlusté stievo zvétSuje a vznika
nepruchodnost sttev. Objevuje se pouze u 2 az 4 % pacientl s ulcer6zni kolitidou. (Lukas

M. 2009)

6.1.2. Periandlni absces a pistél

V piipadé¢ tniku obsahu stfeva do pobfiSnice vznika tzv. absces. Pokud je stfevni obsah
pritomen v blizkych organech nebo pronika do biisni stény, vytvoii se pistel. (Lukas K.,
Hoch J., 2018) Tyto dvé typické komplikace Crohnovy choroby postihuji tlusté stievo.
Jsou tak béZné, Ze je n€kteti odbornici povazuji za charakteristicky znak ur¢itého podtypu

onemocnéni. (Lukas M. 2009)

6.1.3.Stenoza

Zuzeni prasvitu stteva se vyskytuje u 30 az 40 % lidi s Crohnovou chorobou. Vyrazna
stendza prusvitu stieva vede k obstrukci stfevni prichodnosti, kterd se projevuje
kieGovitymi bolestmi bficha, zvracenim a vyraznymi stievnimi zvuky. Casto postihuje

tenké stievo. (Lukas M. 2009)
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6.2. Mimostitevni komplikace

Nejcastéjsi problémy jsou v oblastech kiize, o¢i, jater a kloubid. Na kizi se tvofi erytém
zvany nodozni a hluboké rany. Pacienti jsou také citlivi na zanéty spojivek, rohovky,
duhovky, fasnatého téliska a o¢niho bélma. Jedna se o viditelnou a bolestivou komplikaci,

ale nezanechava zadné trvalé nasledky. (Cervenkova R., 2009), (Lukas M. 2009)

6.3. Metabolické komplikace

Jsou zptisobeny poruchou vstfebavani zivin nebo vedlej$im u¢inkem uzivanych 1ékt
(zejména kortikosteroidll). Mezi metabolické komplikace mizeme zatadit osteoporézu
(fidnuti) kosti, ktera je zplUsobena zvySenou degradaci anorganickych latek diky
dlouhodobé 1écbé kortikosteroidy. Chudokrevnost, zvySena ztrata krve a snizena
absorpce zeleza vedou k anémii, coz je charakteristicky znak zvysené zanétlivé ¢innosti
stiev. Po resekci tenkého stfeva mtize dojit k naruseni vstfebavani zluCovych kyselin,

a tim k vyskytu Zlu€ovych kamenta (Lukas M. 2009)
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7. DIAGNOSTIKA

Diagnostiku Ize rozd¢lit do ¢ty skupin:

= laboratorni vySetieni;
= ultrasonografické vySetfent;
= kontrastni rentgenové a zobrazovaci vySetieni;

» endoskopické vySetieni.

7.1. Laboratorni diagnostika

Laboratorni diagnostika je dnes nezbytnou soucasti mediciny, je s ni neodmyslitelné
spjata a Casto urCuje rychlost diagnézy a zahajeni spravné 1écby. (Kostelik A. 2018)
V nasledujicim odstavci predstavime nékteré laboratorni metody diagnostiky vybranych

autoimunitnich onemocnéni a uvedeme jejich vyhody a nevyhody.

7.1.1. Autoprotildatky

ey e

30 let, avSak teprve v poslednich 10 letech se zafaly objevovat markery specifické pro
dané onemocnéni. Prvni informace u zanétlivych stfevnich onemocnéni zahrnovaly
souvislost mezi podtypem antineutrofilnich cytoplazmatickych protilatek (ANCA)
a pacienty s ulcer6zni kolitidou. Tento podtyp ANCA, znamy jako pANCA, nereaguje na
stejné antigeny jako ANCA spojené¢ s Wegenerovou granulomatézou a jinymi

vaskulitidami. (Weiner M. 2016)
ANCA protilatky

Antineutrofilni cytoplazmatické protilaitky (ANCA) jsou nejvice zkoumanymi
protilatkami u IBD. Vzhledem k jejich vzorim barveni v imunoflorescenci lze ANCA
protilatky rozdélit na pANCA — perinuklearni, cANCA — cytoplazmatickd a xANCA
nazyvané ,atypické ANCA®, jednd se o formu p-ANCA, ktera neni reaktivni na
myeloperoxiddzu a obvykle vykazuje vzorec kombinovaného perinukledrniho

a cytoplazmatického barveni. (Al Obaidy T.M.M. 2021)
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Protilatky pANCA, které vykazuji specifické barveni pfi nepiimé imunofluorescenci, se
vyskytuji u 60-70 % pacientd s ulcerdzni kolitidou a u 15-20 % pacientti s Crohnovou

chorobou. (Vermeire S. 2001)

ASCA protilatky

Protilatky proti Saccharomyces cerevisiae (ASCA) namifené proti oligomannosidovym
epitopim bunécné stény jsou sérologickym markerem pro Crohnovu chorobu. Jedna
studie také uvadi produkci ASCA protilatek u ¢asti nepostizenych piibuznych pacientt
s Crohnovou chorobou. Mohou se vsak vyskytovat i u pacientt s ulcerdzni kolitidou
(5-15 %) a také u pacientt s celiakii. ASCA pozitivita u ulcerézni kolitidy muize
upozoriiovat na mozny neuspéch anti-TNF terapie. (Vermeire S. 2001), (Sendid B. 1998),
(Gabalec L. 2009)

Diferencialni diagnostika Crohnovy choroby a ulcerdézni kolitidy

Tabulka 1: Crohnova choroba

ASCA +
ASCA IgA +
ASCA 1gG +

pANCA -
Senzitivita 50-70 %
Specifita 100 %

Tabulka 2: Ulcerozni kolitida

ASCA -
pANCA +
Senzitivita 82 %
Specifita 83 %
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7.1.2. Dalsi laboratorni testy

Mezi dalsi testy laboratorni diagnostiky muzeme zatadit odbér krevniho obrazu
s diferencialem pro zachyt anémie. A také C-reaktivni protein, ktery je marker akutniho

zanétu, nebo mizeme pouzit i krev na sedimentaci.

Také je nutné vyloucit jiné pfi¢iny prijmu, bolesti bficha a kolitidy, jez mohou vyvolat
virové nebo bakterialni infekce, paraziti ¢i jiné chronické stavy. Vzorek se odesild na

mikrobiologické Ci parazitologické vysetteni. (Holubova A. 2013)

7.2. Ultrasonografické vySetieni

Jde o nejméné invazivni metodu, kterou lze vySetfit biisni dutinu. Na zaklad€ vySetieni
muze lékat urcit rozsah infekce a predejit tak pozdéjSim komplikacim, coz je velmi
dalezité pro spravnou volbu terapie a sledovani. Vyuzivame ji zejména u pacientli
s Crohnovou chorobou, jelikoz zde miizeme sledovat celou tloustku stfevni cesty. (Lukas

M. 2009)

7.3. Kontrastni rentgenové a zobrazovaci metody

Kontrastni rentgenové metody se primarné pouZzivaji pii Crohnové chorobé, kdy bylo
postihnuto tenké stfevo. Pouzivame kontrastni latku, jedna se tedy o tzv. enteroklyzu.
Kontrastni latka (nejcastéji roztok barya a metylcelulozy) projasni stenozy, praskliny
a pistéle, které se tvofi v jednotlivych Castech gastrointestindlniho traktu. (Holubova

A. 2013), (Luk4s M. 2009)

Rentgenové snimani muze nahradit i pocitacova tomografie (CT) se spojenim
s enteroklyzou. Lékat timto zpisobem ziskd celkovy obraz dutiny bfiSni. Velkou

vyhodou je podrobné prohlédnuti sliznice i celé stievni stény.

Magneticka rezonance ma nejvetsi vliv na diagnostiku u pacientd se zdnétem konecniku.
Nevyhodou miize byt pocit uzkosti, ktery se mize dostavit béhem vysetieni, jelikoz vse
probihd v ,,ocelovém tunelu®. Proto lidé s cizorodym kovovym materidlem (napf.

endoprotézou) na magnetickou rezonanci nesmi. (Lukas M. 2009)
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7.4. Endoskopicka vysetieni

Endoskopické vySetfeni slouzi k optickému vySetfeni sliznice traviciho traktu pomoci
endoskopu. Pfi tomto vySetfeni muze byt odebran vzorek z postizené oblasti
K histologickému vySetieni pomoci bioptickych klesti. Uzite¢né endoskopické metody

zahrnuji enteroskopii, gastroskopii, kolonoskopii a rektoskopii. (Lukas M. 2010)

7.4.1.Kolonoskopie

Kolonoskopie ¢ekéa pacienty s ulcerdzni kolitidou, Crohnovou chorobou nebo celiakii
opakovanég. Tyden pted planovanym vySetfenim by pacienti méli vysadit Zelezo a upravit
stravu. Tfi dny pfed kolonoskopii pacient dodrzuje tzv. bezodpadovou dietu. Dieta
zahrnuje omezeni vldkniny a nesmi se konzumovat ovoce ani zelenina. Den pted
vySetfenim by mél mit pacient lehkou snidani bez mléka a mlé¢nych vyrobki a k obédu
Cisty vyvar. Dale je zapotiebi stievo zbavit veskerych zbytkl potravy, proto se pacientim
dava projimadlo obsahujici latku makrogol. Je nutné vypit 4 litry béhem 4 hodin, coz je

pro nekteré velmi obtizné. (Lukas M. 2019) Toto vySetieni je jedno ze zakladnich

vvvvvv

7.4.2. Kapslova endoskopie

Pacient pozie kapsli s mini fotoaparatem, ktery zhotovi snimky v priib&hu 6 aZ 8 hodin.
Miizeme pozorovat oblast jejuna a ilea. Nevyhodou je mozné uviznuti kapsle v travicim

traktu a ndsledné odstranéni enteroskopicky. (Lukas M. 2019)

7.4.3. Enteroskopie

Umoznuje vySetfeni celého tenkého stieva, pii kterém lze odebrat vzorky tkané

a nasledné je odeslat na ptisluSné dovysetfeni. (Lukas M. 2019)
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Lécba IBD je dlouhodoby proces, jelikoz se stievni zanét miize nachazet v obdobi klidu
i v aktivni fazi. MoZnost vymizeni nemoci ¢i tplné vyléeni onemocnéni momentalné
spiSe neexistuje. LéCba se déli na chirurgickou a nechirurgickou. Ta zahrnuje
medikamentozni 1é¢bu a podavani spravné vyzivy, stejné jako nckteré endoskopické

postupy. (Lukas M. 2009)

8.1. Medikamentozni lé¢ba

Medikamentozni terapii lze zejména potlacit ptiznaky onemocnéni, predejit komplikacim
a zajistit odpovidajici kvalitu zivota. Podle lécebnych cili a vybranych 1€kd délime
medikamento6zni terapii na indukéni a dlouhodobou udrzovaci. Indukéni terapie ma za cil
snizit zanétlivou aktivitu onemocnéni a potlacit klinické, laboratorni a endoskopické
pfiznaky onemocnéni. K 1é¢bé se pouzivaji aminosalicylaty, glukokortikoidy
a antibiotika. Udrzovaci terapie je zaméfena na prevenci recidivy onemocnéni
a naslednych komplikaci. Aminosalicylaty a imunosupresiva se pouzivaji k 1écb¢ remise.

(Pavelka K., 2014)

8.1.1. Aminosalicylaty

Pouzivaji se pfedev§im u mirné Crohnovy choroby s poSkozenim v ileokolonické oblasti.
Pfi terapii je nutné zhodnotit i¢innost nejpozdéji do 2—4 tydni. Pokud toto nefunguje, je
potieba 1écbu zmeénit. (Zbotit V., 2018) Mesalazin je 1€k pouzivany hlavné u pacientti

s ulcerozni kolitidou a obecné se podava v tabletach, ¢ipcich nebo klystyru. Mizeme jej

N4

8.1.2. Imunosupresiva

Jsou to latky, jeZ sniZuji nasilnou reakci imunitnich organii na antigenni stimulaci. Lécba
musi byt dlouhodoba. Pro ptiznivé Gcinky je nutné pockat 3 az 6 mésicii. Tyto léky tedy
nejsou vhodné pro ulevu od akutniho zanétu, ale jsou vhodné pro udrzeni klidové faze

onemocnéni, nebo kdyz chce 1ékai omezit ¢i ukoncit uzivani kortikosteroidii. Nezadouci
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ucinky jsou tfi: intolerance, alergické reakce a poruchy krvetvorby. Lécba neovliviuje

schopnost ot€¢hotnét nebo vyvoj plodu. (Lukas M. 2009)

8.2. Biologicka léc¢ha

Biologicka 1é¢ba je uspéchem moderni mediciny, ktera se v budoucnu proméni v trvalou
1écbu IBD. Tato 1écba je vhodné zejména pro pacienty s vysokou zanétlivou aktivitou,
ktefi nereagovali na standardni 1écbu kortikosteroidy, imunosupresivy, antibiotiky
a aminosalicylaty. Jde o moderni a vysoce G¢innou terapii s rychlym nastupem a nékdy
I vyraznymi protizanétlivymi G¢inky. Z Sir§itho pohledu rozumime biologickou terapii
aplikaci ptirozené se vyskytujicich latek k blokovani konkrétnich mist zanétlivé reakce.
Jde o pouziti anti-TNF protilatek. Infliximab a Adalimumab jsou v CR registrovany pro
1é¢bu Crohnovy choroby. K 1é¢bé pacientii s ulcerézni kolitidou je schvalen pouze
Infliximab, Adalimumab schvalen nebyl. (Lukas M. 2009), (Lukas M. 2013) Realna
rizika biologické 1é¢by l1ze shrnout do tii bodl: alergie, infekce, a dals$i abnormalni reakce
imunitniho systému. NejvyznamnéjSim rizikem je zvySeny vyskyt infekce dychacich
nebo mocovych cest. (Bortik M. 2019) Nejvétsi hrozbou je vyvolani latentni tuberkul6zni
infekce. Kazdému pacientovi proto musi ptred zahajenim biologické 1€cby provést
zakladni vySetieni — rentgenogram hrudniku ¢i tuberkulinovy koZni test. Alergické reakce
se mohou objevit béhem infuze nebo 2 az 10 dni po infuzi, proto kvili nim lékari
pacientim piedepisuji antihistaminika. (Lukas M. 2009) Biologicka 1écba je sice
nejucinngjsi dostupnou lécbou, ale je extrémné nakladnd, a proto je dostupna pouze na
vybranych pracovistich. V sou€asné dobé existuje 23 center po celé zemi. (Lukas M.
2009)

8.3. Chirurgicka lécba

U Crohnovy choroby podstoupi operaci kazdy pacient alesponi jednou za zivot, ale az
u 80 % pacienti se nemoc Casem rozvine znovu tak, ze dochazi k opakovanému

chirurgickému zékroku. LéEbu mizeme rozdélit na ileocékalni resekei a strikturoplastiku.

Ulcerdzni kolitida se chirurgicky fesi ve tfech situacich. Pokud medikament6zni 1é€ba
nevede ke zklidnéni zanétu. Dojde k dysplazii na sliznici tlustého stfeva, nebo je pribé¢h

zanétu prudky a pacient nereaguje na intenzivni 1écbu. Pfi operaci ulcerdzni kolitidy by
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mélo byt vzdy odstranéno celé tlusté stievo, 1 kdyZ je postizeno jen Castecné. (Lukas

M. 2009)

8.4. Podpirna a dopliikova lécha

Zdravy zivotni styl a dodrzovani dietnich opatieni je jednim z krokt k uspésné 1éCbe,
atim k prevenci recidivy. (Mitrova K., 2016) V ptipad¢ aktivniho zanétu je nesmirné
dalezita spravné nastavena dieta, tedy strava piisn¢ bezezbytkova, oprosténd od
nerozpustné vlakniny. Pacienti by neméli jist to, co nemohou stravit, tedy nestravitelné
potraviny, v¢etné¢ semen, ofechi, ovoce a zeleninovych slupek. Béhem neaktivni faze
neni potieba dietu pfili§ dodrzovat. U velmi zavaznych chorobnych stavii se vyZiva

podava enteralni formou nebo parenteralné. (Lukas M. 2009)

8.4.1. Enterdlni vyZiva

Tato vyziva zcela, nebo ¢aste¢né nahrazuje béznou stravu u pacientti s vleklym a aktivnim
zanétlivym procesem. Dilezitou roli hraje u pacienti trpicich poruchou ristu a malnutrici
ataké u déti a adolescentti, kde se jedna o prvni volbu v nutri¢ni podpoie. Pokud je
U pacienta zvolena enteralni vyziva, musi byt zachovana funkce gastrointestinalniho
traktu. Strava je podavana pomoci sondy, nejCastéji nazogastrickou sondou. Dale
muzeme vyuzit perkutdnni jejunostomii (PEJ) nebo perkutanni endoskopickou

gastrostomii (PEG). (Holubové, Novotna, Mareckova, 2013)
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9. CROHNOVA NEMOC A ULCEROZNI KOLITIDA U DETI

Pted propuknuti onemocnéni obvykle pfedchdzi urcity ukazatel. Dité pfestava rist, méné
piibyva na véze, samoziejm¢é pozorujeme i klasické ptiznaky, jako je bolest bficha,
prijmy, ale objevuji se az v pozd¢jsi fazi. Lékari Casto chybné predpokladaji, Ze se jedna

0 zanét slepého streva. (Lukas M. 2009)

9.1. Lécba u déti

Nejvétsi roli hraje u déti strava, prevazné u Crohnovy nemoci, jelikoZz pii dodrzovani dané
spravné nastavené diety mize dochazet k remisi onemocnéni. Nevyhodou je podéavani

vyzivy pomoci nasojejunalni sondy.

Kortikoidova 1écba se u déti nedoporucuje a kazdy pediatr by ji mél dikladné zvazit,
jelikoz muze dochazet k zastavé rustu ¢i dalsim negativnim G¢inkaim, jako je osteopenie,
hypertenze atd. Proto musi byt podani kortikoidi velice kontrolovano, musi byt

piedepsano v piesné davce a podani by mélo byt v tom Case, v jakém jej lékaf predepsal.

Velkou novinkou v 1é¢b¢ IBD u déti je biologicka lécba, ktera je sice pfistupna pro déti
od Sesti let, ale u téZkych forem onemocnéni je vyhodna natolik, Ze pievySuje jeji rizika.
(Lukas M. 2009), (Bortik M. 2019) Anti-TNF terapie je indikovana u déti se stfedni az
vysokou aktivitou onemocnéni, jez nereaguji na konvenéni imunosupresivni 1écbu. Lécba
détskych pacientli s IBD pomoci biologické 1écby musi byt ptfisné individualizovana
a rodice a pacienti musi byt pted zahdjenim 1é€by fadné informovani o moznych rizicich

1éEby a podepsat informovany souhlas. (Bronsky J., 2013)

30



10. KALPROTEKTIN

Kalprotektin je protein patfici do rodiny proteinti S-100.1 o velikosti 36,5 KDa vazajici
na sebe vapnik a zinek. Je slozen z jednoho lehkého a dvou tézkych fetézct. Uvolnuje se
postupné z leukocyti béhem jejich aktivace, nebo po rozpadu v dobé bunécného stresu,
¢i poskozeni sliznice. (Khaki-Khatibi F. 2020) Kalprotektin ma nékolik biologickych

vlastnosti, véetné antimikrobidlnich, imunomodulaénich a antiproliferacnich aktivit.

Akumulace neutrofild ve sliznici, coz je vlastnost zanétlivého vzplanuti, ma za nésledek
uvoliovani fekalniho kalprotektinu do stolice, kde mlize byt snadno méten. Zejména
pfitomnost kalprotektinu ve stolici kvantitativné souvisi s migraci neutrofild do
gastrointestindlniho traktu. Je to uzite¢ny marker sttevniho zanétu také proto, Ze na rozdil
od jinych systémovych zanétlivych markerii neni jeho hladina ovlivnéna jinymi pti¢inami
zanétu, neZ jsou stievni. Mnoho studii prokazalo souvislost mezi hladinami kalprotektinu
s mirou zanétu, coz mize byt pouzito jako prostfedek ke sledovani odpovédi na 1écbu

a ptipadné k v¢asné detekci rizika recidivy. (Caviglia GP, 2018), (Okuyama Y., 2016)

10.1. Uloha kalprotektinu

Funk¢nost fekalniho kalprotektinu jako laboratorniho markeru byla studovana v riznych
oblastech diagnostiky i u 1é¢by idiopatickych stievnich zanétu, véetné odliSeni IBD od
syndromu drazdivého tra¢niku. (Khaki F., 2020), (Pathirana W.G. 2018)

Pouziva se k diagnostice, sledovani aktivity onemocnéni, vedeni 1écby a piedpovédi
relapsu onemocnéni a pooperacni recidivy u IBD. (Khaki F., 2020), (Pathirana W.G.
2018)

Stanoveni kalprotektinu je neinvazivni prediktivni test s vysokou ucinnosti a vysokou
citlivosti pro zanétlivé sttevni onemocnéni, ale 1 jako marker kolorektalniho karcinomu.
Kromé toho ma mnoho klinickych vyuziti, naptiklad jeho zvySena hladina v séru znaci
rizné imunologické a imunopatologické stavy. Hladiny kalprotektinu v séru se rychle
zvySuji v reakci na bakteridlni infekce ledvin a srdce nebo pii odmitnuti transplantatu.
Kalprotektin v séru u pacientt s IBD ptimo koreluje s hladinami kalprotektinu ve stolici,
tim padem je diagnostice IBD kalprotektinem ucinngjsi ve srovnani s CRP a albuminem.
I kdyzZ je citlivy, neni specificky, protoze miize byt zvySeny mimo jiné i u rakoviny
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tlustého stieva, divertikulitidy, infek¢ni kolitidy a ischemické kolitidy. (Sridhar M. 2019),
(Edith Pérez de Arce 2020)

Pii akutnim zanétu je hodnota kalprotektinu ve stolici vétsi nez 1000 ug/g. stolice.

U zdravych osob je hodnota fekalniho kalprotektinu nulova.

10.2. Metody stanoveni

Meéieni fekalniho kalprotektinu Ize provadét kvalitativné 1 kvantitativng.

10.2.1. Kvalitativni méieni kalprotektinu

Pti kvalitativnim méteni se k detekci fekdlniho kalprotektinu pouzivaji monoklondlni
protilatky a pii pozitivnim vysledku se zjistuje, zda je fekalni kalprotektin pozitivni.
Pozitivni vysledky jsou charakterizovany vyskytem barevnych ¢ar na testu ¢i kazeté. Pri
kvalitativnim méfeni se vSak uvadi pouze pozitivni ¢i negativni vysledky. (Khaki-Khatibi

F. 2020)

10.2.2. Kvantitativni méieni kalprotektinu

Pro kvantitativni hodnoceni kalprotektinu lze pouZzit rizné metody, vétSina z nich je
zaloZzena na enzymovém imunosorbénim testu (ELISA); byly také zavedeny
chemiluminiscenéni imunoanalyzy (CLIA), fluoroenzymové imunoanalyzy (FEIA)

a turbidimetrické imunoanalyzy se zvySenym obsahem castic (PETIA). (Mumolo
M.G.,2018)

10.2.3. Point-of-Care Tests

Vzhledem k tomu, Ze test ELISA mé fadu nevyhod, jako je ¢asova naroc¢nost, piistrojové
vybaveni, dlouha doba provedeni a potiteba védeckych znalosti, staly se v klinickych
podminkach popularnimi testy na kalprotektin point-of-care (POC), i kdyz stale vyzaduji
odbér vzorku stolice, coz snizuje uzivatelsky komfort. Metodou ¢asto pouzivanou v POC
testech je sendvicova metoda lateralni pritokové imunochromatografie. Vse je dodavano
se softwarovou aplikaci pro méfeni fekalniho kalprotektinu, ktera méni fotoaparat

chytrého telefonu ve ¢tecku vysledkd. Tento rychly test umoziiuje pacientim méfit si
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hodnoty kalprotektinu ve stolici doma. Vysledky méfeni se automaticky dostavaji také
do online databaze monitorovanych pacienti zdravotnického zafizeni. (Pathirana

W.G.W.,2018), (Malickova K. a kol., 2019)

Obr.4 Diagnostickad sada pro domaci mereni koncentrace fekalniho kalprotektinu (zdroj:

Malickova K. a kol., 2019)
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PRAKTICKA CAST

1. CILE PRACE, VYZKUMNE OTAZKY A HYPOTEZY

Cilem bakalaiské prace je zmapovat problematiku idiopatickych stfevnich zanéta
a pridruzenych autoimunitnich chorob. Jako tikol byl stanoven popis a celkové vySetieni

kalprotektinu metodou chemiluminiscence na piistroji LIAISON® XL.

Dale jsme se zabyvali vzorky, u kterych byly pomoci imunofluorescence zméfeny ANCA
protilatky a ASCA protilatky ve tfidé IgG i IgA. Diky tomu jsme mohli zmapovat

a srovnat pozitivitu kalprotektinu s protilatkami.

Vse jsem mohla také prakticky vyzkousSet na vzorcich z oddéleni imunologie spole¢nosti

Aeskulab k.s. Praha.

Vyzkumnou otdzkou je, jak velka je korelace u vysledkl kalprotektinu vici vysledkim

stanoveni p-ANCA a ASCA protilatek.

Hypotéza se zabyva vyssim vyskytem pozitivnich nalezii u Zen a jeho porovnanim s muZi.
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2. METODIKA

V praktické &asti vyzkousime praci s analyzitorem LIAISON® XL, na kterém budeme
méfit vzorky pacientl a stanovovat hladinu kalprotektinu. V pfipad¢ pozitivniho nalezu
budu déle vzorky srovnavany s vysledky u metod ANCA fluorescenéné a ASCA pomoci
metody ELISA.

2.1. Preanalytickd faze

Preanalyticka faze v zdsad¢ podmiiiuje spolehlivost testu. Nedodrzeni vSech pozadavk
na preanalytickou fazi ma casto za nésledek chybné vysledky, které jsou bézné
nedetekovatelné laboratornim kontrolnim systémem, pfitom piiblizn€¢ 60 % odchylek od

spravné hodnoty vznika v preanalytické fazi.

Preanalytickou fazi miizeme rozdélit na nasledujici ¢asti:

Mimolaboratorni faze

Ptiprava pacienta pfed odbérem vzorkl zavisi na informacich, které pacient dostal od
svého oSetfujiciho 1ékafe a jeho discipliné. Odbér stolice na vySetfeni kalprotektinu
zvladne pacient sam doma po pouceni 1ékafem, popiipadé pomoci navodu, jez dostane

v ordinaci.

Vzorek, nejlépe prvni ranni stolice, odebird pacient do prazdné specidlni nadoby,
jakékoliv jiné ¢isté nadoby nebo na suchy cisty odbérovy papir. Odebirand stolice nesmi
ptijit do kontaktu s biologickymi ¢i chemickymi latkami, naptiklad v pfipravené nadobg¢,

a také s vodou z toalety. Dostacujici vzorek je velikosti liskového ofisku.

Stabilita nativni stolice je 5 dni pii 2-8 °C, pfi del§im skladovani -20 °C.
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Laboratorni faze

U piijmu a identifikace biologického materidlu je tfeba dbat na to, aby nedoslo k zdméné
pacienta, napf. pii oznaCovani zkumavek laboratornimi etiketami. Na odbérovou
zkumavku je nutné nalepit Stitek se jménem a rodnym ¢islem pacienta. Stejné udaje musi
obsahovat Zadanka. Ta musi obsahovat i datum a C¢as odbéru, kod zdravotnického

pracovisté (ICP), diagnozu pacienta a pojistovnu pacienta.

Pti skenovani zadanky jsou pozadavky na vySetieni automaticky nacteny a jsou ovéreny
pracovniky na pifijmu. Kontrolu je tfeba brat vazn¢, aby nedoSlo k vynechdni nebo

ptipadnému zadani nechténé metody.
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3. PRINCIP

Soupravu LIAISON kalprotektin miizeme zatadit mezi principy sendvi¢ového stanoveni.
Jedna se o chemiluminiscenéni imunoanalytické stanoveni (CLIA) in vitro ur¢ené pro
kvantitativni méfeni fekalniho kalprotektinu v lidské stolici. Pfi tomto stanoveni se
inkubuje extrahovany vzorek stolice s paramagnetickymi cCéasticemi potazenymi
monoklonalni protilatkou, ktera se specificky vaze na kalprotektinovy heterokomplex. Po
inkubaci pomoci promyvaciho cyklu se odstrani nenavazany material. Do reakce se ptida
monoklonalni protilatka konjugovand s isoluminolem, ktera se vaze na jiné vazebné misto
kalprotektinu a provede se inkubace. Nenavazany konjugat se odstrani druhym promytim.
Poté se pridaji startovaci Cinidla, ¢imz se spusti prudkd chemiluminiscen¢ni reakce.
Svételny signal se méti fotonasobicem v relativnich svételnych jednotkdch. MnoZstvi
pfitomného kalprotektinu je urceno kalibra¢ni kiivkou, kterd je méfena pomoci
kalibranich roztokd pied zaCadtkem meéfeni a urcuje zavislost mezi svételnymi

jednotkami a koncentraci kalprotektinu pfitomného ve vzorcich.

Mezi vyhody stanoveni kalprotektinu metodami CLIA miiZeme zatadit vysokou citlivost,
kterd je dilezitym faktorem diagnostické schopnosti méfeni kalprotektinu pro
screeningové ucely. Dalsi vyhodou je vysoky prichod vzorkt analyzatorem, z tohoto
divodu nejsme omezeni poctem pacientll, kteti by se vesli na desticku. Podstatny je

i kratky Cas detekce.

Nevyhody stanoveni jsou vysoké naroky na Cistotu samotné analyzy — mozna

kontaminace vody ¢i reagencii.
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4. STANOVENI KALPROTEKTINU

4.1.  Priprava analyzdtoru

Po zapnuti pocitate na pfistroji a nasledném spojeni s LIS (laboratorni informacni
systém) se musime pfihlasit do systému analyzatoru. Nez budeme pokracovat, musime
analyzator inicializovat. Toto provedeme stisknutim ,,STOP“ — _INIT*“ (probiha

15 minut).

Pted zahdjenim prace zkontrolujeme mnozstvi pracovnich roztokl (starter 1 a 2), stav
pevného a tekutého odpadu, kyvet, Spicek, vody a promyvaciho pufru. V piipad¢ potieby

¢1 po otevieni nové Sarze integralu musime provést kalibraci.

Denni udrzba se provadi vzdy az po ukonceni vSech testd. Integral Cleaning tool vliozime

do prostoru pro reagencie, lahvi¢ku v racku L, do prostoru pro vzorky.

»SCHEDULE* — pftifadit metodu Clean.

e =Y

Obr. 5 Analyzator LIAISON® XL. (zdroj viastni)
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4.2. Reagencie

Pro stanoveni kalprotektinu jsme vyuzivali test LIAISON® Calprotectin Assey od firmy
DiaSorin.

Set obsahuje ¢inidlo s magnetickymi ¢asticemi potazené mysi monoklonalni protilatkou
proti kalprotektinu, konjugat, reakéni pufr a ¢inidlo pro fedéni vzorkt. V baleni dale
nalezneme reagencie potfebné pro samotnou analyzu, jez zahrnuje lyofilizované

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

Reagencie (integraly) opatrné zbavime vicka. Reak¢ni kazeta jiz obsahuje septa, proto
dbame na to, aby se nikde nevyskytovaly kapky ani péna. Aby bylo mozné do analyzatoru
vlozit nové integraly, musi byt v rezimu ,,PRIPRAVEN®. Integraly pied vloZenim jesté
rozmichame ruéné¢ koleckem a vlozime do analyzatoru ptes ,LOADING*

— ,,REAGENTS®, kde se dalSich 15 minut rozmichavaji.

D) s e 2 oy
o 100

al)x1 [BOFTAS] e
e

g Iz e
- . = orin Inc,
e e g o M
P T P e - R
e = l;?;]‘:nSu Losasorriaosso
H 1559 e 0 S iy (1918540

e M;‘"

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

Obr. 7 Integral (zdroj vlastni)
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4.3. Kalibrace

Po vlozeni novych Sarzi reagencie (integralil) je nutné provést kalibraci, po které¢ dojde

k vygenerovani aktivni kalibra¢ni kiivky. Kalibraci je také nutné provést pii:

- pokud opakované kontrolni hodnota metody neni ve specifikovaném rozmezi;
- pokud nékteré soucasti vyzadujici kalibraci byly vyménény;

- po kalibraci je vzdy nutné zméfit hladiny piislusnych kontrol.

U kalibrace kalprotektinu musime lyofilizované kalibratory rozpustit v 1 ml destilované
vody — promichavame 15 min. Zkumavky polepime pfilozenymi Stitky s barkédem
a vytvotrime tii alikvoty po 330 ul. Prvni se pouzije pro kalibraci a necha se v lednici,
dalsi dva se zmrazi. Kalibrace se provadi vlozenim kalibratoru do vzorkového stojanku,
zasunutim do Liaisonu a spusténim kalibrace na integralu. Na obrazovce ,,LOADING*

— oznacime integral — ,,CALIBRATE" — ,)YES*

Stabilita kalibratorti je 28 dn.

Obr. 8 Lyofilizované kalibratory (zdroj viastni)
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4.4. Interni kontroly

Interni kontroly métfime kazdy den rano po provedeni iniciace a pfed zpracovanim

rutinnich vzorki od pacientq.

Pro stanoveni kalprotektinu mame k dispozici lyofilizovanou kontrolu 1 a 2, ktera se
rozpusti v 1 ml destilované vody — promichavame 15 min. Zkumavky se polepi Stitky
s barkodem a vytvoti se tfi alikvoty po 330 ul. Prvni pouZijeme a dvé nechame zamrazit.

Zkumavky pro kontrolu se vkladaji ve vzorkovych stojancich.
Stabilita kontrol je 28 dnu v lednici.

VloZime je do specialniho racku — ,,LOADING* — vlozit rack na blikajici pozici
— ,SCHEDULE®“ — oznaéit 1. kontrolu — zadat test (zmodra), 2. kontrola atd.
— STORE — START — YES

45. Méieni vzorki

Zkumavky se naplni 6 ml 5x fedéného pufru, ty¢inkou na vi¢ku se nabere stolice tak, aby
se drazky plné zaplnily (nebo mizeme napipetovat 120 pl), zkumavka se oto¢i dnem

vzhtiru a cca 60 minut se tfepe na tiepacce.

4

Obr. 9 Polypropylenové zkumavky s inokulacni klickou (zdroj vlastni)
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Nasledn¢ se rukou promicha tak, aby v zafezech na tyCince nezistaly zbytky. Pozor
musime ddvat na pénu, ktera se z divodii pufru mize po promichani vytvofit — v tom
pfipad¢ ji odstranime. Otevieme vicko a presuneme do stojanku pro kalprotektin.

Vlozime do analyzatoru a méfime cca 45 minut.

Stabilita primarni stolice je 48 hodin pii 4-8 °C — tyden pii teplot¢ pod -20 °C

(zamrazeni). Po odebrani do média je nutné zméfit vzorek v ten samy den.

4.6. Vysledky

Informace o rozpracovanosti vzorku pacienta nalezneme v ,,LOADING*

— ,,SAMPLES*

Kone¢né vysledky kalprotektinu nalezneme v zédlozce ,,RESULTS* — ,,ARCHIVED*
— kde je miizeme oznacit, vytisknout, poptipadé pomoci ,,UPLOAD* odeslat do LISu,

odkud je ,,uvoliiujeme* k hodnoceni pro VSS.
Vzorky s hodnotou <50 jsou hodnoceny jako negativni.

Vzorky s hodnotou >50 jsou hodnoceny jako pozitivni.
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5. VYSLEDKY A STATISTICKE ZHODNOCENI]

5.1. Zadkladni statistické udaje

Pro statistické zhodnoceni bylo pouzito celkem 300 pacientskych vzorkid bez rozdilu

pohlavi ¢i veéku, ve kterych byla stanovena hladina kalprotektinu.

Graf 1: Pocet pozitivnich a negativnich nélezl ze souboru vzorkt

100 3 150 200 250
pocet pacientu

o
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o
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Graf 2: Pocet pozitivnich a negativnich nalezl podle vékovych skupin
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5.2.  Vyzkumné otazky a hypotézy

1. Jak velka je korelace u vysledkt kalprotektinu vici vysledkiim stanoveni ANCA
a ASCA protilatek?

Graf 3: Korelace vysledka kalprotektinu s metodou p-ANCA.

Kalprotektin

0 5 10 15 2

0 25

M negativni M pozitivni

Postup vypoctu procentualniho zastoupeni p-ANCA pozitivity vii¢i pozitivnim vzorkiim

kalprotektinu:

8,0

—— =0,400
20,0 ’

0,400 - 100 = 40,0 %

Tabulka 3: Zastoupeni pozitivity p-ANCA protilatek podle potvrzené diagnozy.

Diagnéza Pocet pozitivnich vzorki
Crohnova choroba 3
Ulcerdzni kolitida 5
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Graf 4: Korelace vysledka kalprotektinu s metodou ASCA.

Kalprotektin

ASCA 5 15

H negativni M pozitivni

Postup vypoctu procentualniho zastoupeni ASCA pozitivity vici pozitivnim vzorkiim

kalprotektinu:
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= 0.750
20,0 ’

0,750 - 100 = 75,0 %

Tabulka 4: Zastoupeni pozitivity ASCA protilatek podle potvrzené diagndzy.

Diagnéza Pocet pozitivnich vzorki
Crohnova choroba 11
Ulcerdzni kolitida 4
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2. Ptedpokladame ze, vyskyt pozitivniho nalezu je vys$si u Zen neZ u muza.

Graf 5: Pocet pozitivnich a negativnich nélezii podle pohlavi.
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0,306 - 100 = 30,6 %
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Graf 6: Statistické zhodnoceni namétenych dat mezi pohlavimi
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6. DISKUZE

Cilem vyzkumu bylo osvojeni si zdkladni identifika¢ni metody kalprotektinu v rdmci
laboratorni praxe. Dal$im cilem bylo osvojeni si zakladni interpretace vysledkt pouzité
metody. Diky vysledkim kalprotektinu jsem s nimi mohla dale pracovat a statisticky

provéfit, zda koreluji s dal$imi metodami pro zjisténi idiopatickych stfevnich chorob.

Ke stanoveni hodnot kalprotektinu jsem pouzivala metodu LIAISON® Calprotectin Assey
od firmy DiaSorin. ANCA protilatky byly stanoveny imunofluorescencné. Protilatky
ASCA byly stanoveny metodou ELISA.

Na zacatku zpracovani jsem si stanovila vyzkumnou otazku, jak velkd je korelace
u vysledk kalprotektinu vic¢i vysledkim stanoveni p-ANCA a ASCA protilatek.
Z celkového poctu 300 vzorkt bylo vybrano 20 pozitivnich na kalprotektin s potvrzenou
diagnozou, z toho 11 pacientl bylo diagnostikovano s Crohnovou chorobou a 9 pacientt

bylo diagnostikovano s ulcerdzni kolitidou (graf 3 a 4).

U pacient s Crohnovou chorobou jsme pozorovali vyskyt p-ANCA protilatek ve tfech
ptipadech (27,3 %) a vyskyt protilatek anti-ASCA jsme potvrdili u vSech 11 (100 %).
Vyskytl se 1 pfipad dvou pacienti (18,2 %) s pozitivnimi obéma sledovanymi

protilatkami.

U pacientl s ulcerdzni kolitidou jsme pozorovali vyskyt p-ANCA protilatek v péti
ptipadech (55,6 %), a vyskyt protilatek anti-ASCA ve ctyfech piipadech (44,4 %).
Vyskytl se i jeden piipad (9,1 %) s pozitivitou obou sledovanych parametra.

Vysledky jsme porovnali s praci Said H. (2011), kde vysledky korelace p-ANCA
U ulcerozni kolitidy vySly v intervalu 40-80 %, které souhlasi s nasimi zjiSténymi
vysledky (55,6 %) a vysledky u pacienti s Crohnovou chorobou, kdy korelace mezi
protilatkami vys$la u autort Said H. (2011) (50-80 %), jsme pozorovali shodu az ve 100
%.

Autorovi Said H. (2011) a nasSe vysledky mohou byt ovlivnény nizkym pocétem
sledovanych pacientti (UC 15, CD 5 (Said H. 2011) a UC 9, CD 11 nase vysledky).
Dostupnost vzorkli od pacientli s jasnou diagnézou je velmi omezena, vétSinou je
zapotiebi spoluprace S gastroenterology a souhlas pacientl. 1 pfesto je patrné, Ze nase
vysledky se témér presné shoduji s publikovanym materialem.
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Miuizeme tedy konstatovat, ze ASCA a ANCA protilatky zvySuji ptesnost sérologické
diagnostiky idiopatickych sttevnich zanét. U ASCA protilatek mizeme pozorovat vétsi
korelaci s diagn6zou Crohnovy choroby, nez u vySeteni p-ANCA s diagnézou ulcerdzni

kolitidy.

ASCA a ANCA protilatky jsou tedy velmi dobfe hodnocené¢ markery u Crohnovy
choroby a ulcerdzni kolitidy a jsou dobrou volbou pro neinvazivni screening zanétlivych
sttevnich onemocnéni (IBD) spolecné s kalprotektinem (Gabalec L. 2009), 1 kdyz jejich

specificita nedosahuje az tak vysokych hodnot.

Déle miizeme potvrdit trend, Ze pacienti s potvrzenym pozitivnim vysledkem na
kalprotektin se dale dovySettuji naptiklad na vyskyt protilatek ANCA nebo ASCA u nés
v laboratoti Aeskulab. Toto zjisténi bylo provéfeno diky moznosti nahlédnou do

kartotéky U kazdého pacienta.

Hypotézu, Ze vyskyt pozitivniho nalezu je vyssi u Zen nez u muzu, jsme potvrdili. Rozdil
v8ak neni markantni, u Zen je celkovy pozitivni nalez 30,6 % a u muzi 21,5 % (graf 5).
Dle naseho zjisténi je patrné, Zze pohlavi na vyskyt tohoto onemocnéni ma vliv, ale v tomto
konkrétnim p¥ipadé ne tak vysoky, jak nékteré zdroje uvadi ,, Zeny trpi autoimunitnimi
chorobami vice nez muzi, nékdy je riziko vzniku i nékolikandasobné vyssi.“ (Kostelik

A. 2018)

Jednim z hlavnich ukazateld statistickych dat, které jsme shromazdili, bylo celkové
mnozstvi pozitivnich vzorkl kalprotektinu. U vSech vySetfovanych pacientt, ktefi méli

podezieni na IBD, se tento vysledek potvrdil u necelych 27 %.
Dale jsem se zaméfila na vékové skupiny a jejich pozitivitu (graf 2).

V prvni vékové skuping 0-15 let jsme vySetfili celkem 36 vzorki. Pozitivita se projevila
u 7 vzorkl. Vzhledem k tomu, Ze to je nejnizsi vékova kategorie, kde se vyskyt IBD

Vv zésad¢€ neptedpoklada, je vyskyt pozitivnich pacientl nezanedbatelny.

Do druhé vékové kategorii 15-35 let spadalo 141 vzorka. V této vékové kategorii se

podezieni na IBD potvrdilo u 26 ptipadi.

Tteti vékova skupina 3650 let m&la celkem 90 vzorku, kdy v této vékové kategorii mame

nejvetsi zastoupeni pozitivnich vysledki (29) v ramei celkového zhodnoceni i s ohledem
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na celkovy pocet pacientl v této kategorii. Podle ziskanych dat mizeme usoudit, ze

incidence tohoto onemocnéni stoupa.

U posledni ctvrté vékoveé skupiny 51-99 let mame 33 vzorkt, kdy v této vékové kategorii
byly pozitivni vysledky v 18 piipadech. Lze soudit, ze screening IBD v této vékové
kategorii je 1épe cileny, a proto dosahuje tak vysokého poméru pozitivnich vysledkl nez
u ptedeslych veékovych kategorii. Samoziejmé nelze vyloudit, ze pacient jiz 1éCeny je,

anejedna se o prvozachyt.

Podatilo se zjistit statistickou vyznamnost mezi pohlavimi v zavislosti na koncentraci
kalprotektinu ve stolici. Muzi maji statisticky vyssi hladinu nez zeny, dle Mann Whitney

statistického testu na 5 % hladin€ pravdépodobnosti se dvéma nezavislymi vybéry

(graf 6).

Ziskané statistické vysledky nedokazi rozd¢lit vSechny pacienty podle typu onemocnéni,
a to z ditvodu chybéjicich informaci od 1ékait doporucujicich tyto pacienty na vySetfeni.
Pokud by tyto informace byly dostupné, mohly by data odrazet skute¢nosti 0 jednotlivych

onemocnénich.

Bé&hem zpracovani vzorkil na stanoveni koncentrace kalprotektinu ve stolici jsme narazili
na n¢ktera Uskali. Prvnim uskalim miize byt zdpach z vySetfované stolice. Na nasem
oddéleni jsme tento problém vyftesili tim, ze piiprava vzorkt probiha v laminarnim boxu,
ktery ma odsavani vzduchu pfes HEPA filtry a tim eliminuje zapach. Dal§im tskalim je
konzistence odebranych vzorkl, kdy nékteré vzorky lze velmi téZce odebrat z diivodu
vysoké pevnosti, a zaleZi pouze na zkuSenostech laboranta, jak se s problémem vypotada
a dokaze tento ne zcela vhodny material na analyzu zpracovat. V n€kterych ptipadech je
problém 1 mnoZstvi stolice, nékdy jsou pacienti pouceni, Ze velikost odebraného vzorku
ma byt velikosti liskového ofechu a zasilaji mnozstvi tak malé, ze je nelze pouzit pro

analyzu. Tyto vzorky byly vyfazeny z analyzy a statistického hodnoceni.
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7. ZAVER

Tato bakalafskd prace na téma ,,Stanoveni kalprotektinu u pacientll s autoimunitni
chorobou® je zameéfena na nespecifické¢ stievni zanéty, jejich diagnostiku, 1écbu

a komplikace.

V teoretické Casti jsem se zabyvala idiopatickymi stfevnimi zanéty a jejich rozdélenim na
Crohnovu chorobu, ulcerézni kolitidu, celiakii a nespecifické stievni zanéty. Dale jsem
se zaméfila na kalprotektin, jeho tlohu v autoimunitnich zanétech a moznosti jeho

stanoveni.

V praktické ¢asti jsem se zaméftila na stanoveni kalprotektinu ve stolici pomoci metody
chemiluminiscence, stanoveni protilatek anti-ASCA pomoci metody ELISA a stanoveni

protilatek ANCA pomoci metod imunofluorescence.

Vysledky jsem statisticky zpracovala dle vékovych skupin a pohlavi, dale jsem se
zaméfila na srovnani p-ANCA a ASCA protilatek dle diagnozy u pacientil, diky nimz

jsem dostala odpovéd’ na stanovené otazky a hypotézy.

Zjistila jsem, ze pievaha pozitivnich vzorkt u Zen nedosahuje tak vysokych statistickych
rozdili (30,6 % vs. 21,5 %), jak uvadi nékteré literarni zdroje, napiiklad Betteridge J.D.
(2013) a Kostelik A. (2018).

Data ukazala statistickou vyznamnost u mnozstvi kalprotektinu ve stolici u Zzen a muzu.

Problematika IBD, jez je celosvétové na vzestupu, si zaslouzi pozornost, kdy pomoci

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

Sbérem dalSich dat mizeme vypozorovat trendy, které by mohly byt ndpomocné pii
screeningu potencidlnich pacientd s témito chorobami. Lze doporucit vétsi spolupraci
mezi laboratofemi a oSetiujicimi lékati, kteti by poskytli presné diagnozy a vysledky
lécby u vySetiovanych pacientl, coz by vedlo k uceleni informaci v této oblasti
a moznému nalezeni trendu mezi hodnotami jednotlivych vysetfovacich parametra a typa

IBD onemocnéni.
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