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Editorial

Uplynul dalsi polrok a mame tu nové vydanie nasho ¢asopisu. Od ,obnovy“ Newsla-
bu je to v poradi uz tretie Cislo, €o znamena ze ,novy” Newslab uz nie je Ziadnou novin-
kou, skor pokracujicim, fungujdcim odbornym ¢asopisom. Po ,vySumeni” novoty sa
véak niekedy prihodi, Ze sa veci stant fadnymi. Uloha pripravit Gvodné slovo padla sice
tentoraz na mnia, ale chcel by som vas uistit v mene celej redakcnej rady, Ze sme v na-
Sej snahe priniest vam, Citatefom, kvalitné a zaujimavé cCitanie nepovolili napriek tomu,
ze uz nerobime nieco Uplne nové. Preto pevne verime, Ze ani toto vydanie nezaostava za
prvymi dvoma ¢islami obnoveného Newslabu. Zaroven by sme sa chceli pod'akovat au-
torom aj recenzentom aktudlne prinaSanych prispevkov, kedze bez ich svedomitej pra-
ce by nasa snaha bola Uplne marna. Prirodzene d'akujeme kazdému, kto sa spolupodie-
lal na vytvoreni tohto Cisla, €i uz zo strany vydavatela, z technickej, alebo z informatickej
stranky. To, ¢o sa deje s konkrétnym Cislom Casopisu pred jeho vydanim, je teda hoto-
vé a jednotlivé vytlacky uzreli svetlo sveta... ak chceme, tak sa narodili. V determindcii
postnatalneho osudu vydania je vSak teraz rad na vas, Citateloch. Ak Citate tento text,
tak to osobne povazujem minimalne za CiastoCny Uspech, lebo sa k vam ¢asopis dostal,
zobrali ste si ho do ruky a ¢itate minimalne prvu stranku. Ak v tejto vasej aktivite bude-
te pokracovat, myslim v listovani a ¢itani, bude to dal$i ispech tohto vydania. Ak pri ¢i-
tani vo vas vzkriesi myslienku napisat vlastny prispevok do ¢asopisu, bude to este vac-
§i Uspech. Povodné préace prindsaju vo vacsine pripadov zaujimavé data, Specifické pre
slovensku populdciu a slovenské pomery, ktoré budete vo svetovych publikdcidch marne hl'adat. Ak néjdete takud informaciu,
ktora je pouzitelna pre vas vlastny buduci prispevok, ¢i uz do Newslabu, alebo inam, nevahajte a nezabudnite prosim vas ci-
tovat zdrojovy dokument, kedZe citdcie st osobnym Gspechom kaZdého autora a autorského kolektivu. Najvac¢si nas ispech
v8ak bude spocivat jednoznaéne v tom, ak sa z preéitanych prispevkov dozviete nie¢o nové, zapamététe si to a rozsiri to va-
Se vedomosti, aby ste sa stali eSte lepSimi a eSte rozhliadnutejsimi odbornikmi v oblasti, v ktorej pracujete.

Tesi nas preto, ze aj v tomto Cisle vam prindSame réznorodé tematiky, v ktorych, ako pevne verime, si kazdy Citatel bude
moct néjst nieCo hodné a zaujimavé na precitanie. Mikrobioldgia véas bude oslovovat $tyrmi prispevkami s témami od infek-
cie bedrovych endoprotéz a makkych tkaniv, cez diagnostiku syfilisu az po liecbu kolpitid autovakcinami. Dozvediet sa nie-
¢o nové budete moct aj z oblasti imunoldgie, napriklad o vyzname autoprotilatok v neinvazivnej diagnostike autoimunitnych
ochoreni, konkrétne systémovej sklerézy a IgA nefropatie, ale aj o imunologickych pri¢inach portch plodnosti. Neinvazivnej
a preventivnej diagnostike pomocou vhodnych biomarkerov sa v§ak budeme venovat aj v inych pripadoch. Detekcii $pecific-
kych mikroRNA alebo kombinovanému hodnoteniu réznych sérovych markerov sme venovali ¢lanky zamerané na problema-
tiku preeklampsie alebo pecéenovej fibrézy.

Podla nasho sfubu pokracujeme v pravidelnych rubrikach ,Novinky, nazory a pohlady” a ,Uspeli sme v zahranici“. Diag-
nostika, nielen laboratérna, ma mnoho tvari a rézne Grovne. V prvej z uvedenych rubrik sme sa snazili upriamit pozornost na
pokroky v oblasti nositelnych medicinskych zariadeni, popularne nazyvanych wearable devices alebo jednoducho wearables,
ktoré su uz teraz bezpochyby neoddelitelnou stcastou komplexného medicinskeho diagnostického postupu. Ako sa budete
moct dozvediet z prislusnej rubriky, tieto zariadenia sa dostdvaju do nasho tela - a tak aj do diagnostickej medicinskej pra-
xe — ¢oraz hlbsie a hlbsie. V druhej rubrike davame do pozornosti postrehy nasich kolegov z 27. ro¢nika Eurépskeho kongre-
su klinickej mikrobiolégie a infekénych choréb (ECCMID 2017).

Na zéver Gvodu mi teda nezostava ni¢ iné, ako sa vam podakovat hned za niekolko veci. Po prvé za to, Ze ste si toto nové

¢islo vzali do ruk. Tiez za chvilku, ktoru ste venovali preéitaniu tohto editoridlu, a za este viac ¢asu, ktory, ako dufame, bude-
te méct a chciet venovat &itaniu zvy$nej Casti jesenného vydania Newslabu.

RNDr. Jan Radvanszky, PhD.
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Povodné prace

Poruchy plodnosti: imunologické priciny a moznosti liecebného
ovplyvnenia

PharmDr. Maria Ondrejickova', RNDr. Elena Tibenska, PhD.2, MUDr. Katarina Bergendiova, PhD.2
"Lekaren Kvacalova, Bratislava

’Medirex, a. s., Bratislava

3ImunoVital Centrum, Bratislava

Ciel'om prace bolo porovnat vybrané patologicky zvy$ené imunologické parametre u pacientok s poruchami plod-
nosti pred liecbou a po liecbe tromi skisanymi liekmi a na zaklade vysledkov navrhndt lieCiva prvej volby pri
roznych imunopatologickych stavoch. V subore 81 pacientok sme sledovali produkciu IFN-y a TNF v bunkach
s povrchovymi markermi CD3* aj CD3*CD4*, pomer T,1-/T,2-lymfocytov, percento NK-buniek a hodnoty antifo-
sfolipidovych protilatok (APA) pred liecbou a po 6 — 12 tyzdnoch liecby, v ktorej sme pouzili bud' liek Subcuvia
(imunoglobuliny), Dexamed (dexametazon) alebo Medrol (metylprednizolén). NajvyraznejSie zniZenie zvySenych
hodn6t IFN-y sa dosiahlo pri liecbe metylprednizolénom. Pri zvySenych hodnotach TNF aj NK-buniek boli pozo-
rované najlepsie vysledky pri liecbe kortikosteroidmi. Zvysené hodnoty APA sa najefektivnejsie upravili pri liec-
be dexametazénom a imunoglobulinmi.

Kl'déové slova: poruchy plodnosti, subkutanne imunoglobuliny, dexametazon, metylprednizolén, antifosfolipido-
vé protilatky

Fertility disorders: immunological causes and possible curative impact

The aim of this study was to compare selected pathologically increased immunological parameters in infertile
women before and after therapy with three tested drugs and in accordance with acquired results to propose the
first-line drugs in various immunopathologic states. In the group of 81 patients, we compared IFN-y and TNF lev-
els in the cells with CD3*and CD3*CD4* markers, T,1/Ty2 lymphocyte balance, percentage of NK cells and an-
tiphospholipid antibodies (APA) levels before the therapy and after 6 — 12 week-treatment with the preparate
Subcuvia (immunoglobulins), Dexamed (dexamethasone) or Medrol (methylprednisolone). Methylprednisolone
achieved the highest reduction of increased IFN-y levels. When examining TNF levels and NK cell levels, the best
results were observed in both cases after treatment with corticosteroids. Increased levels of APA were most ef-
fectively reduced with dexamethasone and immunoglobulins.

Keywords: reproductive disorders, subcutaneous immunoglobulins, dexamethasone, methylprednisolone, an-

tiphospholipid antibodies.

Newslab, 2017; roc. 8 (2): 73 - 77

Uvod

Pri¢iny patologického priebehu tehotenstva mo6zu byt roz-
ne. Po vyltceni genetickej, hormonalnej, anatomickej, infeké-
nej a hematologickej priCiny poruchy plodnosti sa testuje pri-
tomnost patologickych mechanizmov imunitného systému.
Tie zodpovedaju az za 40 — 60 % neobjasnenych pripadov
portch plodnosti. Casto sa na neplodnosti podiela niekol-
ko faktorov sucasne. Imunitny systém ma vyraznu ulohu pri
intolerancii plodu najma u pacientok s uz rozvinutym systé-
movym patoimunologickym stavom (imunodeficiencie, aler-
gie, autoimunitné ochorenia). Reprodukéna schopnost moze
byt zasiahnuta abnormalne regulovanymi funkciami na r6z-
nych drovniach. V zarodo¢nych tkanivach muza aj zeny mo-
Ze byt pritomna akutna aj chronicka zapalova reakcia, kto-
rej vysledkom je lokdlne znizena tolerancia semialogénneho
plodu. U Zien moze byt pricinou infertility autoimunitna (na-
pr. systémovy lupus erytematodus) aj aloimunitna reakcia or-
ganizmu®,

Aloimunitné reakcie vznikaju v désledku poruchy v regula-
cii imunitnych efektorov, ktorej vysledkom je reakcia namie-

rend proti plodu namiesto navodenia tolerancie. D6lezitu ulo-
hu pri neplodnosti ma porusenie preklopenia pomeru T,1-/
Tw2-lymfocytov. Ak sa hladina Ty2-lymfocytov a cytokinov ni-
mi produkovanych (najma IL-4) nezvysi na troven, ktora do-
kaze zabezpecit utimenie embryotoxickej aktivity Ty1-lymfo-
cytov a ich efektorov, vyznamne sa zvysuje riziko odvrhnutia
plodu materskym organizmom. Ty 1-lymfocyty produkuji cy-
tokiny, ktoré aktivuju dalSie efektory namierené proti plodu.
Spomedzi nich je vyrazna aktivacia NK-buniek a makrofa-
gov. Z cytokinov, ktoré produkuju Ty1-lymfocyty, ma vyznam-
nu ulohu pri aktivacii embryotoxickych efektorov najma IL-
1 a IFN-y. IFN-y je okrem priameho toxického pdsobenia na
plod schopny aktivovat trofoblast na tvorbu HLA-znakov.
Zvyrazneny povrch trofoblastu je potom jednoduchsi ter¢
pre protilatky aj bunky s cytotoxickym posobenim®. T, 1-lym-
focyty produkuju aj IL-2 a TNF, ktoré spolu s IFN-y posobia
embryotoxicky, t. j. poSkodzuju endotel cievneho zasobenia
plodu. TNF pdsobi ako stimulator programovanej smrti bu-
niek vilézneho trofoblastu. IFN-y sposobuje desStrukciu bu-
niek trofoblastu mediovani TNF®. Spominané mechanizmy
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Povodné prace

rezultuju do prokoagulaénych procesov, ktoré sa koncia
trombdzou, ischémiou a smrtou plodu.

Autoimunitné reakcie mozu prebiehat proti zarodo¢nym
bunkam pohlavného systému Zien aj muzov. Neplodnost mu-
Zov moze byt zapricinena autoprotilatkami proti spermiam
aj imunitnymi celularnymi mechanizmami namierenymi proti
spermiam. U Zien s poruchami plodnosti sa m6zu nachadzat
autoprotilatky proti ovaridam, zona pellucida a protilatky pro-
ti spermiam. Z autoimunitnych procesov, ktoré poskodzuju
priamo plod, je najcastejsi antifosfolipidovy syndrom (APS).
Pri APS sa vyskytuju v tele Zeny antifosfolipidové protilatky
proti B2-glykoproteinu |, ktory je sti¢astou membran cievne-
ho endotelu, protilatky proti anexinu V a mnozstvo inych. Ak-
tivita antifosfolipidovych protilatok spociva v poskodzovani
ciev v deciduu a placente, ¢o ma za nasledok trombotické
prihody a miestne infarkty®.

Pre kazdy z tychto stavov je potrebné stanovit najefek-
tivnejSiu liecbu. V sicasnosti sa najCastejsie vyuziva liec-
ba imunoglobulinmi alebo kortikosteroidmi. Kazda z nich
vSak nesie negativa; imunoglobuliny st nakladné a nie vzdy
sa nimi dosiahne uspokojivy ucinok, na druhej strane korti-
kosteroidy maju Siroké spektrum neziaducich ucinkov, ktoré
sa prejavuju u pomerne velkého percenta uzivatel'ov. Kedze
neexistuje oficialny algoritmus pre volbu konkrétnej liecby
pre dané problémy, lekari sa pri volbe lieCebnej schémy ria-
dia skor empiricky. Pri rastucej incidencii portdch plodnosti
je potrebné jednoznacne stanovit, aké konkrétne liecivo a pri
ktorych patologicky zvySenych parametroch bude metédou
prvej volby. Umoznilo by to rychlejSiu a terapeuticky aj eko-
nomicky efektivnejsiu liecbu.

Metodika prace

V §tudii sme spracovali Udaje z chorobopisov pacien-
tok, ktoré sa liecili v imunologickom centre ImunoVital od
novembra 2014 do februdra 2016. Subor pozostaval z 81
zien v reprodukénom veku, ktoré trpeli poruchami plodnos-
ti, t. j. spontannymi opakovanymi potratmi alebo neplodnos-
tou (neschopnostou pocat plod). Sledovanym pacientkam
sa odobrala krv na komplexné imunologické vySetrenie, na
zdaklade ktorého sme urcili, ktoré parametre sa nachadzaji
mimo referencnych hodno6t. Pacientky nasledne podstupili
jednu z troch skusanych terapii: subkutanna aplikacia imu-
noglobulinov (liek Subcuvia), injek¢éna aplikacia dexameta-

zénu (Dexamed) alebo peroralna aplikacia metylprednizolé-
nu (Medrol). Dizka terapie sa pohybovala v rozmedzi 6 — 12
tyzdnov. Po tomto ¢ase nasledovalo kontrolné imunologic-
ké vysSetrenie tych parametrov, ktoré vykazovali pri vstupnom
vySetreni patologicky zvySené hodnoty. VSetky laboratérne
Udaje sa ziskali z imunologického laboratéria spolo¢nosti
Medirex, a. s. V ramci analytickej ¢asti prace sme pacientky
rozdelili do troch skupin, priCom kritériami na zaradenie do
danej skupiny boli v 1. skupine zvy$ené hodnoty IFN-y alebo
TNF, v 2. skupine zvysené percento NK-buniek a v 3. skupine
zvysené hodnoty antifosfolipidovych protilatok nad referenc-
né hodnoty. Imunologické parametre sme spracovali Studen-
tovym parovym t-testom v programe Microsoft Office Excel
2013 (Microsoft, USA). Nasledne sme sa snazili urcit, ktora
lieCba sa javi ako najvhodnejSia na Upravu jednotlivych pato-
logicky zvySenych parametrov na fyziologické hodnoty.

Vysledky

Na zaklade stanovenia intracelularnej hladiny IFN-y v bun-
kach s povrchovymi znakmi CD3* a CD3*CD4* sme zistili, ze
pri bunkach s CD3* znakmi doslo k Statisticky vyznamnému
znizeniu hladiny IFN-y pri véetkych typoch liecby (Subcuvia:
pokles priemerne o 2,23 percentuélneho bodu (p = 0,026),
Dexamed: pokles o 3,74 percentualneho bodu (p = 0,0007),
Medrol: pokles o 4,6 percentualneho bodu (p = 0,004)) a pri
bunkdach s povrchovymi znakmi CD3*CD4* sme zaznamenali
Statisticky signifikantny terapeuticky efekt len pri liecbe Med-
rolom (pokles IFN-y 0 2,54 percentudlneho bodu (p = 0,019)).
Prehlad vysledkov uvddzame v tabulke 1.

V dalSom kroku sme analogicky stanovili intracelularne
hodnoty TNF. Podavanie Subcuvie nejavilo Statisticky vy-
znamné znizenie hladin TNF (p > 0,05). Po podavani oboch
kortikoidov doslo k statisticky vyznamnému poklesu hladin
TNF (Dexamed: v bunkach so znakmi CD3* pokles 0 5,01 per-
centualneho bodu (p = 0,002) a v bunkach s CD3*CD4* znak-
mi pokles o 6,20 percentuélneho bodu (p = 0,002), Medrol:
v bunkach s CD3* znakmi pokles o 5,96 percentualneho bo-
du (p =0,022) a v bunkach so znakmi CD3*CD4* pokles 0 5,73
percentudlneho bodu (p = 0,025)). Prehl'ad vysledkov znazor-
nuje tabulka 2.

Nésledne sme stanovili pomer Ty1-/Ty2-lymfocytov, kto-
ry bol reprezentovany pomerom cytokinov produkovanych
Tu1-lymfocytmi (IFN-y a TNF) k principidlnemu cytokinu

Tabulka 1. Porovnanie intraceluléarnej produkcie IFN-y (CD3* a CD3*CD4*) pred zaciatkom liecby a po 6 - 12 tyZdnoch liecby liekmi Sub-

cuvia, Dexamed a Medrol

IFN-y (CD3+) Subcuvia (n = 29) IFN-y (CD3+CD4+) Subcuvia (n = 29)

Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value
V g vy$s i +6,4 V g vy$ i 2 +7.2
stupné vyvsefreme. § 33,30 6,45 223 0,026 stupne’ yyvsetrelTlev 5,05 28 033 0351
Po 6 - 12 tyzdnoch liecby | 31,07 16,54 Po 6 - 12 tyzdiioch liecby | 25,38 1722
Dexamed (n = 24) Dexamed (n = 24)
Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value
Vstupné vysetrenie 33,92 18,24 Vstupné vysetrenie 2512 + 8,46
-3,74 0,0007 — — 0,6 0,341
Po 6 - 12 tyzdioch liechy | 30,18 +8,74 Po 6 - 12 tyzdioch liecby | 25,72 +10,69
Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value
V g vys i 2 +5,01 V g vy$ i 2 +6,82
stupné vyvsefreme. § 35,26 5,0 46 0,004 stupne’ yyvsetrelTlev 8,03 6,8 254 0,019
Po 6 - 12 tyzdnoch liecby | 30,66 +7,28 Po 6 - 12 tyzdioch liecby | 25,49 17,06
2/2017
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Tabulka 2. Porovnanie intracelulérnej produkcie TNF (CD3* a CD3*CD4*) pred zaciatkom liecby a po 6 - 12 tyZdrioch liecby liekmi Sub-

cuvia, Dexamed a Medrol

TNF (CD3+) Subcuvia (n = 29) TNF (CD3+CD4+) Subcuvia (n = 29)

Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value
Vstupné vysetrenie 41,92 +10,55 Vstupné vysetrenie 43,04 +11,20
-2,80 0,079 — — -312 0,086
Po 6 - 12 tyzdioch liecby | 39,12 +9,32 Po 6 - 12 tyzdioch liecby | 39,92 +10,54
Dexamed 4 Dexamed i
Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value
. > . + A >4 H +
Vstupné vy:sefreme. § 41,07 +10,08 501 0,002 Vstupne’ zly:setrel?lev 42,92 +10,41 620 0,002
Po 6 - 12 tyzdnoch liecby | 36,06 +9,90 Po 6 - 12 tyzdnoch liecby | 36,72 +11,97
Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value
Vstupné vysetrenie 40,80 19,40 Vstupné vysetrenie 41,67 +10,06
-5,96 0,022 — — -5,73 0,025
Po 6 - 12 tyzdioch liecby | 34,84 +11,32 Po 6 - 12 tyzdioch liecby | 35,94 +11,67

Graf 1. Porovnanie pomeru IFN-y/IL-4 (CD3+) pred zaciatkom liec-
by apo 6 - 12 tyZdnoch liecby liekmi Subcuvia, Dexamed a Medrol

H vstupné vySetrenie M po 6 - 12 tyzdnoch lieCby
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Graf 2. Porovnanie pomeru TNF/IL-4 (CD3+) pred zaCiatkom liec-
by a po 6 - 12 tyZdnoch liecby liekmi Subcuvia, Dexamed a Medrol
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produkovanému Ty2-lymfocytmi (IL-4). Pri sledovani pome-
ru IFN-y/IL-4 (CD3*) sme odhalili pri vsetkych skdsanych
liekoch Statisticky vyznamné zvySenie pomeru v prospech
Tul-lymfocytov (Medrol: narast pomeru o 3,78 jednotky
v prospech IFN-y (p = 0,00002), Dexamed: nérast o 2,69 jed-
notky (p = 0,026), Subcuvia: narast 0 2,19 jednotky (p = 0,003)
(graf 1). Analogicky sme postupovali aj pri bunkdch nesucich
povrchové markery CD3*CD4* (Medrol: narast pomeru o 6,67
jednotky, Subcuvia a Dexamed nss (p > 0,05).

Dalej sme sledovali pomer Ty1-/Tu2-lymfocytov prezento-
vany cytokinmi TNF a IL-4 pri bunkdch s CD3* znakmi (Med-
rol: narast pomeru TNF/IL-4 o 4,54 jednotky (p = 0,0001),
Dexamed: narast pomeru o 3,62 jednotky (p = 0,013), Sub-
cuvia: narast o0 3,21 jednotky (p = 0,004)) (graf 2) a CD3*CD4*
znakmi (Medrol: narast o 8,52 jednotky (p = 0,00003), Dexa-
med a Subcuvia nss (p > 0,05).

Graf 3. Porovnanie zastipenia NK-buniek (CD3-CD56+) pred za-
Ciatkom lieCby a po 6 - 12 tyZdrioch liecby liekmi Subcuvia a Medrol

M vstupné vysetrenie
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0

Medrol (n=5)
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Subcuvia (n=4)

Dal$im z cielov §tudie bolo porovnat populaciu NK-bu-
niek (CD3:.CD56%). Dexamedom bola liecena iba jedna pa-
cientka, preto sme ho nezahrnuli do Statistického spracova-
nia dat (populacia NK-buniek pred lie¢bou 17,77 %, po liecbe
pokles na 8,37 %). Vyznamny bol pokles NK-buniek po liecbe
Medrolom, priemerne pokles o 8,84 percentualneho bodu (p
=0,011). Pri liecbe Subcuviou neboli pozorovane $tatisticky
signifikantné zmeny v populécii NK-buniek (graf 3).

V poslednej ¢asti $tidie sme monitorovali hladiny antifo-
sfolipidovych protilatok (APA). Najvy$siu Uspesnost dosiah-
lalieCba Dexamedom, ktor podstupilo 6 pacientok (n = 5 po-
kles APA na referen¢né hodnoty, n = 1 bez odpovede). Liek
Subcuvia sa podaval 3 pacientkam (n = 2 pokles APA na fy-
ziologické hodnoty, n = 1 bez odpovede). Peroralnym korti-
kosteroidom Medrol sa liecilo 9 pacientok (n = 4 Gprava hla-
din APA na fyziologické, n = 5 bez odpovede).

Diskusia

Ako prvé sme u pacientok s imunologicky zapriCinenymi
poruchami plodnosti porovnavali hodnoty prozapalovych Ty1
cytokinov (IFN-y, TNF) pred liecbou a po 6 — 12 tyzdnoch
lieCby Subcuviou, Dexamedom a Medrolom. Dostupné zdro-
je uvadzaju, ze vhodnymi lieCivami na znizenie hladin danych
cytokinov sa zdaju imunoglobuliny a glukokortikoidy®. Z na-
Sich vysledkov vyplyva, Ze liecba metylprednizolénom (Med-
rol) ma najvyraznejsi efekt na znizenie zvysenych hodnot
IFN-y. ZvySené hodnoty TNF sa Uc¢inne znizili aplikaciou kor-
tikosteroidov, priom G¢innost dexametazénu a metylpred-
nizolénu sa zda podobnd. Z vysledkov mozno usudzovat,
ze pri zvySenych hodnotach Ty1 cytokinov je najvhodnejSia
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lieCba peroralne poddvanym metylprednizolénom. Tato lie¢-
ba je zaroven najlacnejSia a najjednoduchsie sa aplikuje, ¢o
moze prispiet k zvySeniu kompliancie pacientok.

V dalSej ¢asti prace sme vytvorili pomer Ty1-/T,2-lymfo-
cytov na zaklade pomeru cytokinov produkovanych tymito
bunkami, t. j. pomer IFN-y/IL-4 a TNF/IL-4. Dalo by sa oca-
kavat, ze ked jednotlivé lieiva znizuji hodnoty prozépalo-
vych Ty1 cytokinov, pomer Ty1-/Ty2-lymfocytov sa bude zni-
zovat. Vysledkom lie¢by v§ak bolo vo vSetkych pripadoch
zvySenie pomeru v prospech T,1-lymfocytov. Da sa to vy-
svetlit tym, Ze aj ked hodnoty prozéapalovych cytokinov kle-
saju, hodnoty timivého IL-4 klesaju este vyraznejsie. Je dis-
kutabilng, ¢i ma zmysel sledovat pomer T,1-/T,2-lymfocytov
pred samotnym pocatim. Az do momentu oplodnenia je pre
telo fyziologické, ze T.1-lymfocyty v krvi prevladaju - svo-
jim posobenim zabezpecuju boj proti cudzorodym antigé-
nom, ktory je nevyhnutny na zachovanie integrity organizmu.
AZ po oplodneni nastdva fyziologické preklopenie pomeru
v prospech timivych Ty2-lymfocytov. Vysledky mézu byt na-
pomocné v pripadoch, ked' su okrem zvySenych Ty1 cytoki-
nov zaroven znizené hodnoty Tn2 cytokinov. V tychto pripa-
doch je dolezité, aby lieCba popri znizovani prozapalovych
cytokinov neviedla k este vyraznejSiemu prehibeniu defici-
tu timivych T2 cytokinov. Ked'ze pomer Ty1-/Tx2-lymfocytov
vo vSetkych skupinach najmenej zvySovala liecba imunoglo-
bulinmi (Subcuvia), v tychto situaciach sa zda vhodnou vol-
bou. Mimo tychto pripadov snahou zostava ¢o najviac znizit
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Ty1 cytokiny, ktoré pre svoje embryotoxické pdsobenie pred-
stavuju pre tehotenstvo vacsie riziko.

NajvyraznejSia redukcia zvysenej populdcie NK-buniek sa
dosiahla pri lieCbe kortikosteroidmi. Tieto vysledky suhla-
sia s vysledkami viacerych publikovanych §tadii®. Aj ked vo
vSeobecnosti sa Ziadne z pouzivanych lieCiv nepovazuje za
Specifické pre NK-bunky, za najucinnejsie sa pokladaju imu-
noglobuliny a metylprednizolén®,

Pri zvySenych hodnotach APA dosiahla najvyssSiu Uspes-
nost liecba Dexamedom. Viaceré dostupné $tudie porovna-
vali ispesdnost lieCby pacientok s APA pocas tehotenstva.
Vaquero a kol. dokdzali priblizne rovnaku Géinnost prednizé-
nu a imunoglobulinov pri zna¢ne nizS§om pocte tehotenskych
komplikacii u IVIg?. Vysledky nasej prace potvrdzuju Uspes-
nost liecby imunoglobulinmi, vyraznejsi efekt sa v§ak ukazal
pri lietbe dexametazénom.

Zaver

Snahou tejto prace bolo priniest zévery, ktoré by pomohli
lekdrom s volbou vhodného lieCiva a sluzili ako zaklad pre
dalSie skimanie problematiky. Je samozrejmé, ze v oblas-
ti mediciny pracujeme s vyraznou interindividualnou variabi-
litou a odpoved kazdej pacientky na tu istu lieCbu sa moze
ligit. Preto zd6razriujeme potrebu $ir§ieho vyskumu proble-
matiky na vacsej vzorke pacientok. Vysledkom dalSich vy-
skumov by tak mohlo byt zostavenie algoritmu na lie¢bu po-
ruch plodnosti, ktory na poli slovenskej mediciny absentuje.
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Prvé skusenosti so stanovenim degalaktozylovaného IgA1 v diagnostike
a monitorovani pacientov s IgA nefropatiou
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IgA nefropatia (IgAN) je najc¢astejSou primarnou glomerulonefritidou u adolescentov a dospelych a predstavuje
autoimunitné ochorenie s patogenézou viacerych tderov (multi-hit), ktora je modulovana r6znymi genetickymi
aj vonkajsimi faktormi. KItG€ovu ulohu v patogenéze IgAN ma degalaktozylovana forma IgA1 (Gd-IgA1). Viaceré
studie potvrdili zvySenie a aj prognosticky vyznam Gd-IgA1 u pacientov s IgAN v porovnani so zdravymi kontro-
lami. Stanovenie diagndzy IgAN vyzaduje biopsiu oblicky, a preto su v klinickej praxi cenné neinvazivne metddy;,
ktoré slizia na monitorovanie aktivity choroby a umoznuju individualizovat liecbu a minimalizovat jej neziaduce
ucinky. V praci poskytujeme literarny prehlad potencialnych biomarkerov relevantnych pre IgAN a prvé vysledky
stanovenia Gd-IgA1 u chorych s chronickym nefritickym syndrémom a nefrotickym syndrémom. V naSom subo-
re pacientov bolo zvysenie Gd-IgA1 pozorované u 6 pacientov (7 %), Statisticky vyznamné rozdiely medzi vyset-
rovanymi skupinami a kontrolami a ani medzi jednotlivymi skupinami pacientov sme nezistili.

Klacové slova: IgA nefropatia, degalaktozylovana forma IgA1, neinvazivne biomarkery, hematuria, proteintria

The first results of galactose-deficient IJA1T measurement in diagnosis and monitoring of patients with IgA ne-
phropathy

IgA nephropathy (IgAN) is the most common primary glomerulonephritis in adolescence and adult patients and is
defined as an autoimmune disease with multi-hit pathogenesis and contributing genetic and environmental fac-
tors. Galactose-deficient IgA1 plays a major role in this pathogenetic process. High serum levels of Gd-IgA1 are
found in most patients with IgAN, and they are associated with poor prognosis, as confirmed by various studies.
A renal biopsy is required for accurate diagnosis, and hence the application of noninvasive biomarkers can be
helpful in monitoring disease activity, choosing an individual approach for therapy and decreasing side effects.
In our study, we provide a review about noninvasive biomarkers of IgAN and the first results of Gd-IgA1 meas-
urement in patients with chronic nephritic and nephrotic syndromes, increased serum Gd-IgA1 levels were ob-
served in 6 patients (7%). The difference among groups was not statistically significant.

Keywords: IgA nephropathy, galactose-deficient IgA1, noninvasive biomarkers, hematuria, proteinuria

Newslab, 2017; roc. 8(2): 78 — 82

Uvod

IgA nefropatia (IgAN) je najcastejSou primarnou glome-
rulonefritidou u adolescentov a dospelych. Od nastupu kli-
nickych priznakov progreduje do koncového $tadia oblicko-
vého ochorenia 1,5 % pacientov rocne a priblizne 25 - 30 %
pacientov vyZaduje dialyzu alebo transplantaciu oblicky do
20 — 25 rokov trvania ochorenia. Japonski autori uvadzaju
aj pomerne vysoky vyskyt subklinickej formy IgAN (,lantha-
nic IgAN"), ktoru histologicky potvrdili u 16 % potencialnych
Zijucich darcov oblicky bez akychkolvek klinickych prejavov
choroby®. Typickymi klinickymi priznakmi v ¢ase stanovenia
diagndzy su hematuria alebo kombinacia hematurie s mier-
ne az stredne zadvaznou proteinuriou (< 2 g/24 h), pricom
hematuria je ¢asto asociovana s infekciou hornych dycha-
cich ciest. Niektori pacienti maju uz v Case stanovenia diag-
nézy priznaky zlyhdvania obliciek a hypertenziu®. Pre IgAN
je charakteristickd muzska predispozicia, nastup ochorenia

v druhej az tretej dekade Zivota, Siroké spektrum klinickych
priznakov a variabilna rychlost progresie ochorenia po sta-
noveni diagndzy™.

Potvrdenie diagnézy IgAN nadalej vyzaduje biopsiu ob-
licky®. Charakteristickym histopatologickym znakom st re-
nalne depozity cirkulujdcich imunokomplexov s dékazom
imunoglobulinu A (IgA) v mezangiu glomerulov ¢asto spre-
vadzaného imunoglobulinom G (IgG) a C3 zlozkou komple-
mentu®. Priblizne 50 % pacientov s IJAN ma zvysené hodno-
ty IgA a IgA obsahujucich imunokomplexy v sére®.

IgAN je definovana ako autoimunitné ochorenie s typic-
kou patogenézou viacerych Gderov (multi-hit), ktora je modu-
lovana r6znymi genetickymi aj vonkajsimi faktormi.

Klacovu Udlohu v patogenéze IgAN ma degalaktozylova-
na forma IgA1 (Gd-IgA1)®. Pévod buniek secernujicich Gd-
IgA1 nie je presne znamy. Cirkulujuci IgA1 je produkovany
hlavne v kostnej dreni, kym Gd-IgA1 moze byt syntetizovany
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ako odpoved na slizni¢nu infekciu. Predpokladd sa, ze ab-
normality v slizni¢nej odpovedi na bezny mikrobidlny alebo
potravinovy antigén mozu preto viest k produkcii Gd-IgA1®),

Podtriedy IgA1 a IgA2 sa lisia hlavne pritomnostou unikat-
nej dlhej zavesnej oblasti tzv. ,hinge” regiénu u IgA1. Tato za-
vesna oblast je tvorena retazcom 18 aminokyselin, na ktoré
sa moze viazat aZ Sest sacharidovych zvyskov O-glykozylo-
vou vazbou®. (obrazok 1)

U zdravych jedincov je vdcsina O-retazcov kompletne gly-
kozylovana s Gal (najmenej Styri az Sest retazcov je kom-
pletnych), kym vacsina retazcov u pacientov s IgAN je ne-
kompletne galakozylovanych alebo skratenych (najviac dva
retazce zo Siestich st kompletné)®.

Gd-IgA1 sa uplatiiuje ako autoantigén, ktory je rozliSova-
ny Specifickymi autoprotilatkami s naslednou tvorbou cirku-
lujicich imunokomplexov®.

Vysoké koncentracie Gd-IgA1 sami o sebe nevedu k po-
skodeniu obliciek. V patogenéze ochorenia vyustujicej do
renalneho poskodenia sa uplatiuji Styri procesy — aberant-
na glykozylacia IgA1, syntéza protilatok proti Gd-IgA1, for-
madcia imunokomplexov a ukladanie imunokomplexov v me-
zangiu obliciek®.

Obrazok 1. O-glykozyldcia IgA1

Kompletny retazec je zloZeny z prvej molekuly sacharidu — N-a-
cetylgalaktozaminu (GalNAc), druhou molekulou sacharidu je ga-
laktéza (Gal) a tretou molekulou ja sialova kyselina. Pomedzi tieto
kompletné sacharidové retazce sd v pripade Gd-IgA1 vloZené ne-
kompletné sacharidové retazce bez terminélnej alebo laterdlnej
sialyldcie alebo Gal. Najjednoduchsi retazec je O-GalNac.
(Upravené podla Boyd a kol., 2012.)
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Tabulka 1. Charakteristika jednotlivych podskupin suboru

Tieto komplexy nie su efektivhe metabolizované peceniou,
¢o vedie k tvorbe glomerulovych depozitov, aktivacii a proli-
feracii mezangialnych buniek, lokalnej aktivacii komplemen-
tu, produkcii extracelularnej matrix a cytokinov, ktoré mézu
ovplyvnit expresiu génov podocytmi a glomerularnu perme-
abilitu. Postihnutie mezangia a podocytov vedie k proteindrii
a tubulointersticialnym zmenam®.

IgAN predstavuje systémové ochorenie, ¢o potvrdzuje aj
fakt, Ze pri transplantacii oblicky darcu so subklinickou IgAN
prijemcovi s non-IgAN obli¢kovou chorobou doslo kratko po
transplantécii oblicky k vymiznutiu depozitov IgA®.

Prvé testy na detekciu Gd-IgA1 boli zaloZzené na vazbove;j
aktivite voci Specifickym lektinom — helix aspersa (HAA), he-
lix promatia (HPA) alebo vicia villosa (VV) - prirodne sa vy-
skytujice molekuly s vysokou vazbovou kapacitou voci sa-
charidovym zvyskom so $pecifickostou ku GalNAc zvyskom.
Yasutake a kol. vyvinuli ELISA test pouzitim novej Gd-IgA1
$pecifickej monoklonovej protilatky KM557).

V sucasnosti su pre klinicka prax dostupné aj dalSie tes-
ty, ktorymi mozno stanovit koncentracie Gd-IgA1. V nasej
praci sme pouzili systém Human Galactose-Deficient IgA1
ELISA Kit firmy Abbexa. Principom vySetrenia je zmena
sfarbenia produktu po naviazani protilatky (chicken anti-Ga-
lactose-Deficient IgA1) na cielovy antigén (Protein A). Inten-
zita novovzniknutého Zltého sfarbenia je proporciondlna ku
koncentracii GdigA1. O.D. absorbancia je merana spektrofo-
tometricky pri 450 nm.

Cielom nasej prace bolo overenie klinickej vyuzitelnosti
komercne dostupného setu na stanovenie Gd-IgA1 pri diag-
nostike a sledovani aktivity IgA nefropatie.

Material a metodika
Do nami vySetrovaného suboru sme zaradili 87 vzo-

riek pacientov a zdravych kontrol zozbieranych v obdobi

01.12.2016 — 30. 04. 2017. Cely subor sme rozdelili na Sty-

ri skupiny:

— skupina 1: pacienti so zakladnou diagnézou IgAN po
transplantécii oblicky (n = 14),

- skupina 2: pacienti po transplantacii oblicky, ktori nema-
ju IgAN ako zdakladnu diagndézu a ani glomerulové zmeny
v protokolarnej biopsii transplantovanej oblicky (n = 25),

- skupina 3: pacienti s biopticky dokdzanou IgAN (n = 4)
a suspektnou IgAN na zaklade klinickych a laboratérnych
nélezov (n = 23),

- skupina 4: zdravé kontroly (n = 21).

Detailnejsie Udaje o podskupinach vysetrovaného subo-
ru su v tabulke 1.

25 27 21

pocet 14
vek (roky)
priemer + SD 43,1+8,8 46+15.2 36,9 + 20,7 436 +14 ns
min — max 25-58 16-72 2-71 11 - 65
S-kreatinin (pmol/I)
priemer + SD 224,4 +202,1 134,3 +£40,7 140,9 £ 164,9 81,3+158 *p < 0,001
min — max 103,7 - 867,1 87,3 - 266,0 10,5 - 868,8 44,4 - 104,0
proteinuria (g/der)
priemer + SD 1,7+32 0,530,445 1614 0,08 +0,03 *p < 0,001
min — max 012-125 014-19 0,04 - 4,3 0,03-0,15
2/2017

ewslab

79




Povodné prace

Pacienti s IgAN v skupine 1 boli 9 — 83 mesiacov po trans-
plantacii oblicky, najcastejSim typom liecby bola trojkombi-
nacia imunosupresiv — kortikoidy, mykofenolat sodny a ta-
krolimus (78,5 % pacientov). 12 pacientov malo funkénu
transplantovanu obli¢ku, 1 pacientka mala zlyhavajuci Step
a 1 pacient bol po zlyhani $tepu v dosledku rekurencie IgAN
znovuzaradeny do hemodialyzacného programu. V skupi-
ne 2 mali vSetci pacienti stabilnu funkciu transplantovanej
oblicky, 88 % z nich malo Standardnu imunosupresivnu lie¢-
bu (kortikoidy, mykofenolat sodny a takrolimus) a doba od
transplantacie bola 1 — 83 mesiacov.

Na Statistické spracovanie sme pouzili Kruskal-Wallisov
test, udaje sme spracovali programom SPSS1.

Vysledky

Priemerné sérové koncentracie Gd-IgA1 v skupinach 1,
2, 3 a 4 boli: 58,05 pg/l, 10,53 pg/l, 165,2 pug/l a 6,4 pg/l -
graf 1. Statisticky vyznamné rozdiely medzi vy$etrovanymi
skupinami a kontrolami a ani medzi jednotlivymi skupinami
pacientov sme nezistili.

Graf 1. Sérové koncentracie Gd-IgA1 (ug/l) v jednotlivych skupi-
ndch vysetrovanych pacientov (horizontalna Ciara vyjadruje medi-
an, Zlty ramcek 25 — 75. percentil a ¢ierna usecka 5 — 95. percentil
stanovenych hodnét, pacienti s hodnotami nad uvedené rozmed-
Zie st oznaceni kruzkom)
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Zvysené hodnoty Gd-IgA1 malo 6 pacientov (7 %) z celé-
ho suboru — jedna pacientka v skupine 1 a piati pacienti zo
skupiny 3. Koncentracie Gd-IgA1 u tychto pacientov dosa-
hovali 43 — 152-ndsobok priemernej koncentracie Gd-IgAT
u zdravych kontrol. V tabulke 2 uvadzame vybrané klinické
a laboratérne charakteristiky pacientov so zvySenymi séro-
vymi koncentraciami Gd-IgA1. U pacientky po transplantacii
oblicky bola koncentracia Gd-IgA1 stanovena v ¢ase akutne-
ho zhorsSenia funkcie Stepu. V histologickom vySetreni ne-
boli opisané patologické morfologické zmeny glomeruloy,
ale chyba nam imunofluorescencné vysetrenie. U pacientky
2 s histologicky potvrdenou IgAN bol po redukcii imunosu-
presie pri stabilnom funkénom rendlnom naleze zaznamena-
ny vzostup sérového kreatininu a proteinurie. Pacienti 3 a 4
nemaju realizovanu rendlnu biopsiu. U tychto pacientov moé-
Zu zvysené hodnoty Gd-IgA1 podporovat diagnézu IgAN. Pre-
kvapivé su ndlezy u pacientov 5 a 6, ktori maju biopticky po-
tvrdend FSGS a malé abnormality glomerulov s negativnou
expresiou IgA pri imunofluorescenénom vysetreni.

V prvej skupine boli dvaja pacienti so v€éasnym zlyhanim
transplantovanej oblicky v désledku rekurencie IgAN, u kto-
rych sa zvysSené hodnoty Gd-IgA1 nepotvrdili.

Diskusia

Neinvazivne biomarkery IgAN by mohli potencialne viest
ku skorsej diagnostike ochorenia, k detailnejSiemu moni-
torovaniu klinického priebehu ako aj odpovede na liecbu.
Hlavnym kandidatom spomedzi tychto biomarkerov je Gd-
IgA1®. Moldoveanu a kol. vysetrili Gd-IgA1 ako diagnosticky
marker u pacientov s IgAN. Analyza ROCC (Receiver Opera-
ting Characteristic Curve) potvrdila senzitivitu 0,77 a Speci-
fickost 0,90 pri rozliseni pacientov s IgAN od zdravych kon-
trol®. Viaceré studie potvrdili zvySenie Gd-IgA1 u pacientov
s IgAN v porovnani so zdravymi kontrolami®. V naSom subo-
re pacientov sme toto pozorovanie nepotvrdili, Co vysvetluje-
me malym poctom pacientov s histologicky potvrdenou IgAN
a moznym vplyvom imunosupresivnej lieCby u Casti pacien-
tov. Zvysené hodnoty Gd-IgA1 boli opisané u pacientov kau-
kazského, azijského aj afrického pdvodu s variaciou u jednot-
livych pohlavi a etnickych skupin. ZvySené hodnoty Gd-IgA1
boli pozorované aj u 5 % zdravych jedincov®.

40 - 50 % prvostupnovych pribuznych chorych ma zvy-
Sené hodnoty Gd-IgA1 porovnatelné s hodnotami pacientov,
z ¢oho vyplyva vysoky podiel dedi¢nosti na tomto ochoreni

Tabulka 2. Klinické a laboratdrne charakteristiky pacientov so zvysenymi sérovymi koncentraciami Gd-IgA1

(Z,391) (Z,37r1) (M, 47r.) (M, 43r) (Z,35r) M, 4r)
Gd-IgA1 (ug /1) 752,36 853,24 946,75 633,15 362,99 1285,17
tx oblicky ano nie nie nie nie nie
proteinuria (g/den) 0,3 2,78 3,4 2,5 34 0,93
S-kreatinin (umol/I) 159 232 209 125 105 29
doba sledovania (mesiace) 29 240 13 8 60 12
progresia choroby ano ano ano nie nie nie
2017 2017

scogegnder | BEPIOGOUCH | S | nems | ems | 13 el

IF nerealizovana IF bez expresie IgA
imunosupresivna liecba prednizon, tgkronml{s, prednizol6n nie nie nie prednizén

mykofenolat-mofetil

skratky: Tx — transplantacia; IF — imunofluorescencné vysetrenie; FSGS — fokalna segmentalna glomeruloskleréza
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ataktiez fakt, ze aberantna glykozylacia IgA1 predchadza kli-
nicky zjavnu chorobu a predstavuje dedicny rizikovy faktor
IgAN. Tento dedi¢ny defekt v§ak nepostacCuje na vyvolanie
IgAN, o ¢om sveddi aj to, Ze nie vSetky osoby so zvySenou
hodnotou Gd-IgA1 maju klinicki symptomatoldgiu renalneho
postihnutia a Ze pri poskodeni obliCiek sa uplatiuju aj dalSie
patofyziologické mechanizmy®. V naSom subore mame za-
radeny pribuzensky par rodi¢ — dieta, v ktorom prijemca ob-
licky ma IgAN. Ani jeden z vySetrovanych nemad v sicasnos-
ti zvySené hodnoty Gd-IgA1, avSak je potrebné sledovanie
dynamiky koncentracii Gd-IgA1, pripadne aj inych neinvaziv-
nych markerov IgAN, ktoré uvadzame v tabulke 3. Pre skupi-
nu pacientov s kontraindikaciou renalnej biopsie, ako su pa-
cienti so solitarnou oblickou vratane zijucich darcov oblicky,
je dostupnost uvedenych vysetreni vel'mi vyznamna.

V suvislosti so zistenim zvySenej hodnoty Gd-IgA1 u pa-
cientov s inymitypmi glomerulopatii (FSGS a malé abnormali-
ty glomerulov) sme v literature nasli Gdaj o asocidcii nefritidy
a Gd-IgA1 komplexov u chorych s Henochovou-Schoenleino-
vou purpurou a IgAT myelémom(9. Pacient 6 ma v anamné-
ze potravinovu alergiu, ktord je spojena s poruchou slizni¢nej
imunity, a preto na zaklade literarnych tdajov mozno predpo-
kladat aj tento mechanizmus zvysenej produkcie Gd-IgA1®),

Podla Zhao a kol. su vysoké hodnoty sérového Gd-IgA1
asociované aj so zvySenym rizikom progresie ochorenia a ma-
ju prognosticky vyznam®, podla niektorych studii vsak séro-
vé hodnoty Gd-IgA1 nekoreluju s hodnotou proteinurie a s po-
klesom glomerulovej filtracie, ale percento Gd-lgA1/celkové
IgA koreluje s klinickymi faktormi nepriaznivej prognézy, kto-
rymi su pokles glomerulovej filtracie a zavaznost proteintrie®.

Jednym z cielov nasej studie bolo interpretovat hodnoty
Gd-IgA1 v skupine pacientov s IgAN po transplantacii oblicky,
ktori uzivaji imunosupresivnu liecbu. Je dokazané, ze imu-
nosupresivna terapia ovplyviuje hodnoty Gd-IgA1. Kim a kol.
(2016) hodnotili vplyv imunosupresivnej liecby na koncentra-
cie Gd-IgA1 po 3 a 6 mesiacoch od transplantdcie, pricom
po 3 mesiacoch bola imunosupresivna lie¢ba redukovana.

Hodnoty Gd-IgA1 boli signifikantne nizsie po 3 mesiacoch
od transplantacie, po redukcii imunosupresivnej lieCby boli
hodnoty Gd-IgA1 po 6 mesiacoch signifikantne vyssie. Zme-
ny koncentracii Gd-lgA1 boli asociované hlavne so zmenami
v davkovani prednizénu". V ¢ase odberu krvnych vzoriek na
stanovenie Gd-IgA1 uzivalo prednizén 93 % pacientov v sku-
pine 1 a 92 % pacientov v skupine 2. Priemernda davka predni-
zénu bola 7,5 mg v oboch skupinach. VySetrenie Gd-IgA1 bo-
lo zrealizované iba raz, ¢o povazujeme za nedostatok nasej
studie. Preto u nasich pacientov nemo6Zeme hodnotit vplyv
redukcie davky prednizénu na koncentraciu Gd-IgAT.

Rekurencia IgAN v transplantovanej oblicke po transplan-
tacii nie je zriedkava. Histologické zndmky rekurencie mozno
najst az u 60 % pacientov, pricom 25 % ma znamky dysfunk-
cie Stepu a u 5 % pacientov vedie rekurencia IgAN k strate
Stepu(?. Berthelot a kol. (2015) potvrdili, Ze pacienti s reku-
renciou IgAN po transplantdcii oblicky mali vy$sie koncentra-
cie Gd-IgA1 predtransplantacne ako transplantovani pacienti
bez rekurencie a ako kontrolna skupina pacientov(™. Pre na-
Su analyzu sme nemali k dispozicii predtransplantacné séra
na vySetrenie Gd-IgA1. V subore pacientov su dvaja pacienti
s rekurenciou IgAN, ktora viedla k zlyhaniu Stepu. Tito pacien-
ti nemali zvySené koncentracie Gd-IgA1. Niektori autori vS§ak
uvadzaju vyssiu prediktivhu hodnotu ostatnych biomarkeroy,
ako su napr. protilatky proti Gd-IgA1 a solubilné CD89 kom-
plexy. Prehl'ad tychto biomarkerov uvadzame v tabulke 3.

Yanagawa a kol. (2014) potvrdili signifikantne vyssie hod-
noty sérovych anti-Gd-IgA1 IgG a IgA autoprotilatok u pacien-
tov s IgAN v porovnani s pacientmi s non-IgAN chronickou
oblickovou chorobou. 91 % pacientov s IgAN a normalnou
hodnotou Gd-IgAT malo zvySené hodnoty anti-Gd-IgA1 IgG
autoprotilatok, produkcia autoprotilatok je preto pravdepo-
dobne nezavisla od koncentracie Gd-IgA1.

Sérové hodnoty anti-Gd-IgA1 IgA autoprotilatok koreluju
s intenzitou mezangialnych IgA depozitov a sérové hodnoty
IgG autoprotilatok su asociované s histologickym stuprfiom
a so zavaznostou proteinurie.

Tabulka 3. Biomarkery IgAN a ich klinické asocidcie (upravené podla Maixnarova a kol., 2076)

Sérové biomarkery

Gd-IgA1 korelacia s IgAN, predikcia progresie
anti-Gd-IgA1 1gA/IgG protilatky koreldcia s IgAN, predikcia progresie
CD89 inverznd korelacia s progresiou IgAN

Mocové biomarkery

solubilny transferinovy receptor

vyssie hodnoty u pacientov s IgAN a HSP nefritidou, hodnoty koreluju s proteindriou

al- a B2-mikroglobulin koreldcia s proteinuriou

molekula poskodenia obliciek-1 (KIM-1)

koreldcia s proteinuriou, spolu s hodnotou sérového kreatininu su asociované s horsou prognézou

interleukin-6/epidermalny rastovy faktor marker progresie IgAN

epidermalny rastovy faktor/monocytovy
chemotakticky protein

koreldcia s histologickou zavaznostou a renalnou prognézou

fraktalkin

koreldcia s patogenézou imunokomplexami sprostredkovanej glomerulonefritidy

laminin G-like peptid (perlecan)

znizené hodnoty inverzne koreluju s histologickym nalezom

volné lahké retazce kappa

znizené hodnoty inverzne koreluju s histologickym nalezom

uromodulin zvy$ené hodnoty predikuji IgAN
al-antitrypsin zvy$ené hodnoty v mo¢i st asociované s nefrotickym syndrémom
podocalyxin asocidcia s histologickymi nalezmi poskodenia obli¢iek

lektin viazuci manézu

korelacia s funkciou obli¢iek a proteintriou

C4a desArg peptid

asociacia so zavaznostou histologickych zmien

HSP - Henoch-Schénleinova purpura
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Zaver

Stanovenie diagndzy IgAN, najCastejSej primarnej glome-
rulonefritidy v adolescentnom a dospelom veku, vyzaduje
biopsiu obli¢ky. V klinickej praxi st vemi cenné neinvazivne
metody, ktoré slizia na monitorovanie aktivity choroby
a umoznuju individualizovat lieGbu a minimalizovat jej ne-
Ziaduce Ucinky. V praci poskytujeme literarny prehlad poten-
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Vyuzitie autovakcin v liecbe chronickych a recidivujacich kolpitid

MUDr. Monika Czirfuszova, PhD., RNDr. Gabriela Bertaova
Medirex, a. s., Komarno

Liecba autovakcinami v ¢ase hroziaceho nastupu postantibiotickej éry preziva renesanciu. Je vhodna pre pa-
cientky s chronickymi a recidivujucimi kolpitidami, u ktorych opakovana antimikrobidlna liecba, pripadne aj lie¢-
ba hromadne vyrabanymiimunomodulatormi mikrobialneho pévodu, nepriniesla pozadovany efekt. Cielom nasej
prace bolo zhodnotit priebeh liecby autovakcinami a nasledne sledovat klinicky stav a mikrobiologické kulti-
vacné nalezy pacientok 1. a 2. rok po skonceni lie€by autovakcinami. V stubore Zien liecenych 10 mesiacov per-
oralnymi hyposenzibilizaénymi autovakcinami pre chronické a recidivujuce kolpitidy (n = 84) sme tspesne lieci-
li 62 (73,81 %) pacientok a Ciastocne Uspesne 12 (14,29 %) pacientok. Vyrazne zlepseny stav sme dosiahli u 63
(75 %) pacientok pocas 1. roka a u 65 (77,38 %) pacientok sledovanych poé&as 2. roka po skonéeni lie¢by. Cias-
tocné zlepsenie stavu nastalo u dalSich 9 (10,71 %) pacientok v 1. roku a 7 (8,33 %) pacientok v 2. roku po skon-
Ceni liecby. Nase vysledky poukazuju na prinos peroralnej hyposenzibilizacnej liecby autovakcinami ako dopin-
kovej lieCby pacientok s chronickymi a recidivujicimi kolpitidami. U viac ako 80 % lie¢enych pacientok sme touto
lie¢bou dosiahli znizenie poctu recidiv infekcie a zlepSenie kvality ich Zivota.

Klicové slova: autovakcina, chronické a recidivujuce kolpitidy, hyposenzibilizacna liecba, imunomodulécia

Application of autovaccines in the treatment of chronic and recurrent colpitises

Treatment with autovaccines at the time of the imminent onset of the post-antibiotic era is experiencing a re-
naissance. It is suitable for patients with chronic and recurrent colpitises whose repeated antimicrobial treat-
ment or perhaps even treatment with mass-produced immunomodulators of microbial origin did not achieve the
desired effect. The aim of our study was to evaluate the course of the treatment and subsequently, to follow up
the clinical condition and microbiological cultivation results of patients in the 1st and 2nd year after the autovac-
cine treatment. In the group of women treated for 10 months for chronic and recurrent colpitises (n=84) we have
successfully treated 62 (73.81 %) of patients and partially successfully further 12 (14.29 %) of patients. We have
achieved a markedly improved condition in 63 (75.00 %) patients during the 1st year and in 65 (77.38 %) patients
observed during the 2nd year after the end of the treatment. Partial improvement occurred in further 9 (10.71 %)
patients in the 1st year and 7 (8.33 %) patients in the 2nd year after the end of the treatment. It follows from the
results of our work that per oral hyposensitisation autovaccine treatment is beneficial as a complementary treat-
ment in patients with chronic and recurrent colpitises. In more than 80% of treated patients, we achieved reduc-
tion in the number of recurrence of infection and improved quality of their life.

Keywords: autovaccine, chronic and recurrent colpitises, hyposensitisation treatment, immunomodulation

Newslab, 2017; roc. 8 (2): 84 - 89

Uvod

LieCba mikrobidlnymi autovakcinami sa pouziva viac ako
100 rokov(®. Tento terapeuticky princip sa ukazal ako velmi
prospesny v obdobi, ked medicina nemala k dispozicii Ucin-
né antimikrobialne latky. V dobe antibiotik sa dostala do Uza-
dia, dnes je opat jednym z dostupnych spésobov lie¢by chro-
nickych a recidivujucich infekcii po opakovanej a nedspesnej
antimikrobidlnej terapii. V ¢ase hroziaceho nastupu postan-
tibiotickej éry sa Coraz viac stretdvame s problémom zly-
hania antimikrobialnej lieCby z ré6znych dovodov. Pacienti
s chronickymi infekciami su ¢asto opakovane prelieCova-
ni antibiotikami bez trvalého efektu. Hlavnym cielom liecby
autovakcinami je prerusenie tohto bludného kruhu, predize-
nie asymptomatického stavu, redukcia poctu recidiv infek-
cie az dosiahnutie trvalej bezpriznakovosti a zlepSenia kva-
lity Zivota. Posilnenie vrodenych imunitnych mechanizmov
pravidelnym uzivanim antigénneho komplexu mikroorganiz-
mov vyvolavajlcich chronicku a rekurentnu infekciu je jedna

z moznosti lieCby tychto infekcii. Na tento ucel sa pouziva-
ju hromadne pripravované mikrobidlne lyzaty obsahujice
imunogénne komponenty baktérii alebo kvasiniek, vyrabané
roznymi vyrobcami liekov. Su vSak pripady, ked' je potrebné
liecbu individualizovat a pripravit mikrobialnu vakcinu z ak-
tualnych mikrobidlnych kmenov pacienta — autovakcinu ale-
bo zmes, mikrobialnu vakcinu z kmenoy, ktoré koluju v popu-
lacii — tzv. stock vakcinu. Jednou z hlavnych indikacii lieCby
autovakcinami, resp. stock vakcinami, su chronické a recidi-
vujuce infekcie urogenitdlneho systému.

Mechanizmus ucinku autovakcin

Mikrobidlne antigény su pre imunitny systém ¢loveka naj-
prirodzenejsimi antigénnymi podnetmi®. Je relativne malo
vedeckych prac a studii zameranych na rozpoznanie ucin-
ku autovakcin na imunitné mechanizmy ¢loveka. Vysled-
ky existujucich vedeckych prac je problematické interpre-
tovat a porovnavat vzhladom na rézny pévod pouzitych
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mikrobidlnych kmeriov, na rézne zlozenie a davkovanie a od-
liSny sp6sob podavania autovakcin. Napriek tomu doterajSie
poznatky naznacuju, Ze autovakciny pésobia na neSpecificku
imunitu, najma na urovni cytokinov. V experimentalnych pod-
mienkach ex vivo po stimulacii periférnych polymorfonukle-
arnych leukocytov pacientov riedeniami autovakciny v kon-
centracii 3 x 102 — 3 x 108 CFU/ml pripravenymi z Escherichia
coli Rusch a spol. pozorovali signifikantny pokles uvolfiova-
nia GM-CSF a IFN-y a Statisticky vyznamné zvysSenie tvorby
IL-1B®. Po intenzivnom podavani autovakciny s koncentra-
ciou mikrobialneho antigénneho komplexu (MAK) Escheri-
chia coli 6 x 108 CFU/ml 2x tyzdenne subkutanne pocas 2 tyz-
dnov a nasledne 10 dni peroralne pacientom s chronickymi
infekciami mocCovych ciest sp6sobenymi E. coli Nolte a spol.
zaznamenali pokles periférnych polymorfonuklearnych leu-
kocytov, zvySenie proliferacnej aktivity lymfocytov, zvySenie
tvorby cytokinov IFN-y, TNF-a®. Pri subkutannom podavani
autovakciny s obsahom MAK Staphylococcus aureus s kon-
centraciou 1,5 x 108 CFU/ml pacientom s chronickou infek-
ciou koze a hornych dychacich ciest sp6sobenych S. aureus,
polski vedci Szkaradkiewicz a spol. pozorovali signifikant-
né zvySenie sérovej hladiny TNF-q, IL-1B, IFN-y a IL-17A
u 79,60 % pacientov ich suboru®. Existuju prace dokazuju-
ce pokles zapalovej aktivity bronchidlnej sliznice u l'udi s res-
piraCnymi alergiami pri lieCbe autovakcinami. Predpoklada
sa, ze lieCba autovakcinami posuva imunitny systém sme-
rom k Th1 odpovedi, ¢o teoreticky mdze byt prospesné pre
alergikov, u ktorych prevlada Th2 odpoved, ale jednoznacné
dokazy v zmysle statisticky signifikantného znizenia marke-
rov alergie (ECP, celkové IgE protilatky, alergénovo Specifické
IgE protilatky) zatial chybaju®. Viaceri autori poukazuji na
riziko vzniku autoimunitnych procesov na zaklade dominan-
cie Th1 odpovede navodenej liecbou autovakcinou®®. Poru-
cha rovnovahy Th1/Th2 a posun reaktivity imunitného systé-
mu v smere Th1 méze vyprovokovat autoimunitné ochorenia,
z toho dovodu je tato lieCba kontraindikovana u ludi s doka-
zanym alebo so suspektnym autoimunitnym ochorenim.

Najcastejsi povodcovia chronickych kolpitid

Vznik chronickej bakteridlnej alebo mykotickej infekcie je
podmieneny nielen poruchou obranyschopnosti hostitela, ale
aj faktormi patogenity pévodcu infekcie, ktoré podmienuju je-
ho zotrvanie a patogénne posobenie v urCitych lokalitach lud-
ského organizmu. Mikroorganizmy maju geneticky kédované
mechanizmy, ktoré im zabezpecuju adhéziu na povrch koze
a sliznic, kolonizaciu tychto oblasti, pristup k zivindm a Unik
pred obrannymi mechanizmami hostitela. Povrchové Struk-
tary mikroorganizmov su potentnymi stimuldtormi imunitnej
odpovede. Ochorenie je vysledkom priameho poskodenia fak-
tormi mikroorganizmu a reakcie imunitnych mechanizmov na
pritomnost infekcie. V podmienkach rutinného laboratéria
je najcastejSim kultivatnym nalezom u pacientok s chronic-
kymi a recidivujucimi kolpitidami kvasinka Candida albicans,
z baktérii sa najCastejSie vyskytuje Streptococcus agalactiae.

Kvasinky rodu Candida su ¢astymi komenzalmi na slizni-
ci a v pritomnosti predisponujucich faktorov, ako je napr.
dlhodoba antimikrobidlna lieCba alebo porucha lokalnych
obrannych mechanizmoyv, sa stand patogénnymi. Pribliz-
ne 75 % zien prekona vulvovaginalnu kandidézu raz za svoj
zivot, u 40-50 % z nich sa infekcia objavi aj druhykrat. Asi

5-8 % Zien ma recidivujucu vulvovagindlnu kandidézu mini-
malne so Styrmi epizdédami tejto infekcie za rok®. Medzi fak-
tory virulencie kandid patri zmena morfoldgie z kvasinkovej
formy na vlaknitd formu, expresia adhezinov a invazinov na
povrchu bunky, tigmotropizmus, tvorba biofilmov a sekrécia
hydrolytickych enzymov. Dal§imi mechanizmami podporuju-
cimi prezitie kandid je rychla adaptabilita na zmeny okolitého
pH, flexibilita metabolizmu, vykonny systém na ziskavanie zi-
vin a zvladanie stresu®. Vaginalne epitelové bunky produkuju
menej cytokinov, indukuju slabsiu imunitnd odpoved, su to-
lerantnejSie k mikroorganizmom a Skodlivym faktorom pro-
stredia. Toto mo6Zze byt jeden z kltG¢ovych faktorov pochope-
nia problematiky chronickych a rekurentnych infekcii v tejto
oblasti ludského tela(?.

Zdrojom Streptococcus agalactiae je gastrointestinal-
ny systém, rektalna a vaginalna kolonizacia sa vyskytu-
je u10 - 30 % zien. Problematika vaginalnej kolonizacie,
resp. infekcie S. agalactiae je najviac preskimana v popu-
lacii tehotnych zien, relativne malo studii existuje na dokaz
etiologickej suvislosti S. agalactiae so zapalom posvy v po-
puldcii negravidnych Zien. Leclair a spol.(" Studovali skupinu
negravidnych zien s vyrovnanou hladinou estrogénov vo ve-
ku nad 18 rokov, ktoré boli bezpriznakové a absolvovali pre-
ventivne gynekologické vySetrenie alebo mali priznaky va-
ginitidy. Zistili, ze signifikantnym prediktorom kultiva¢ného
nalezu S. agalactiae je zvySené pH vaginy a pritomnost vy-
toku. Pri pH > 4,5 zaznamenali 4-ndsobne Castejsi kultivac-
ny zachyt S. agalactiae, pri pritomnosti patologického vyto-
ku bol tento ndlez trojnasobne Castejsi. Autori poukazali na
skutocnost, Ze kolonizacia touto baktériou je indikatorom na-
rusenia vaginalneho ekosystému a kauzalna suvislost néle-
zu s vaginitidou je stale diskutabilna. NajdolezitejSim fakto-
rom virulencie S. agalactiae je kapsularny polysacharid, ktory
brani fagocytoze. Su snahy vyvinut uc¢innd ockovaciu latku,
ktora navodi systémovu aj slizniénd imunitnd odpoved. Shen
a kol.('? publikovali vysledky slizni¢nej imunizacie mysi kon-
jugovanou subjednotkovou vakcinou obsahujucou kapsular-
ny polysacharid Ill. typu S. agalactiae, konjugovany B pod-
jednotkou cholerového toxinu. Stanovovali sérové a slizni¢né
protilatky v triedach IgG a IgA po peroralnej, intranazalne;j,
vagindlnej a rektalnej aplikacii konjugovanej vakciny. Naj-
vyznamnejsSie zvySenie sérovych IgG protilatok proti kapsu-
larnemu polysacharidu typu lll S. agalactie zaznamenali po
rektalnej aplikacii. Pri tejto forme aplikacie doslo aj k zvysSe-
niu slizni¢nych IgA protilatok v rekte, crevnom trakte a vo va-
gindlnom sekréte. Autori Studie povazuju tuto formu aplika-
cie konjugovanej vakciny za najucinnejsiu.

Ciel'om nasej prace bolo:

— zhodnotenie priebehu a Uspesnosti lieCby siboru pacien-
tok s chronickymi a recidivujucimi kolpitidami mikrobial-
nymi autovakcinami podavanymi na zaklade hyposenzibi-
lizacnej davkovacej schémy,

— sledovanie klinického stavu a mikrobiologickych kultivac-
nych nalezov suboru pacientok pocas 1. roka od skonce-
nia liecby a ich zhodnotenie,

— sledovanie klinického stavu a mikrobiologickych kultivac-
nych nalezov suboru pacientok pocas 2. roka od skonce-
nia liecby a ich zhodnotenie.
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Material a metédy

Vyber a charakteristika stiboru

Do suboru sme zaradili 84 pacientok, ktoré boli lieCené
peroralnymi hyposenzibilizatnymi autovakcinami pre chro-
nické a recidivujuce kolpitidy v obdobi od juna 2011 do jana
2015. VSetky mali chronické a recidivujice zapaly posvy v tr-
vani 2 az 16 rokoy, s recidivami 4- az 10x za rok po opakova-
nej liecbe lokalnymi a/alebo celkovymi antibiotikami a/alebo
antimykotikami s kratkotrvajacim efektom. Celkovy zdravot-
ny stav pacientok a ich vhodnost na liecbu mikrobialnymi au-
tovakcinami hodnotili indikujuci lekari na zdklade anamnézy
a laboratérnych analyz s prihliadnutim na indikacie a kontra-
indikacie liecby autovakcinami dostupnymi na nasej webo-
vej stranke http://www.hpl.sk/ponuka-hpl/vyroba-autovakcin
(t. ¢. informacie dostupné na www.laboratornadiagnostika.
sk), resp. po telefonickej konzultacii so zodpovednym pracov-
nikom na pripravu mikrobidlnych autovakcin HPL spol. sr. 0.
Imunologické vySetrenie bolo odportucané v pripadoch, ked
anamnestické Udaje pacienta svedcili o nedostatoCnosti
imunity, resp. bolo potrebné vylucit autoimunitni chorobu.
Pripravu mikrobidlnych autovakcin indikovali u 68 (80,95 %)
Zien gynekoldgovia a u 16 (19,05 %) Zien lekari so Specializa-
ciou klinickd imunoldgia a alergiologia. Mikrobidlne antigén-
ne komplexy (MAK) na pripravu autovakcin boli vyhotovené
v laboratériu klinickej mikrobiolégie HPL, spol. s r. 0., v Ko-
marne a riedenia MAK (1 : 10000, 1 : 1000, 1:100, 1 : 10,
1:1) boli vyrobené v spolupréci s partnerskou lekarriou. Po-
Cet a percentualne zastupenie autovakcin podla ich zlozenia
je zndzornené na grafe 1. Autovakciny boli podavané pacient-
kam podla hyposenzibilizatnej davkovacej schémy v stlpa-
jucej koncentracii a davke, po ktorej nasledovala udrziavacia
lieéba tyzdenne 10 kvapiek z riedenia MAK 1 : 1. Celkové diz-
ka liecby bola 10 mesiacov.

Graf 1. Pocet a percentudlne zastupenie autovakcin na liecbu
chronickych a recidivujdcich kolpitid podla ich zloZenia
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Jednozlozkové autovakciny obsahovali mikrobidlny an-
tigénny komplex (MAK) Candida albicans, Streptococcus
agalactiae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Candida
glabrata a Sacharomyces cerevisiae. Zlozenie jednozlozko-
vych autovakcin uvddzame v tabulke 1. ZloZenie dvojzloZzko-
vych autovakcin uvadzame v tabulke 2.

Priprava autovakcin

Mikroorganizmy na pripravu autovakcin sme izolovali z vy-
terov z posSvy a cervixu pacientok s chronickou alebo recidivu-
jucou kolpitidou, u ktorych predpokladani pévodcovia infek-
cie pretrvavali, resp. recidivovali napriek opakovanej cielenej
celkovej alebo lokalnej lieCbe antibiotikami alebo antimyko-
tikami. Boli to prevazne kvasinky a/alebo rézne podmiene-
ne patogénne baktérie kultivovatelné na agarovych pdédach
v aerébnych alebo mikroaerofilnych podmienkach. Sizolova-
nymi kmenmi sme dalej pracovali podl'a nasho Standardného
postupu v sulade s modifikovanou Standardnou metédou na
pripravu bakterialnych imunomodulac¢nych ,stock” vakcin(®,
Kontaminacii vzoriek sme predchadzali o¢kovanim izolova-
nych kmenov na predinkubované kultivacné pody (35 °C,
24 - 48 hod.), pouzivanim sterilnych laboratérnych pomécok
a pracou v lamindrnom boxe triedy A. Kmene sme rozmno-
zili kultivaciou na celofane(¥. Celofanovy kruh sme aseptic-
ky prilozili na povrch nechromogénneho kultivacného média
vhodného na kultivaciu pévodcu infekcie, na jej povrch sme
kvapli sterilnou jednorazovou Pasteurovou pipetou asi 0,3 ml
sterilného fyziologického roztoku, v ktorom sterilnou ume-
lohmotnou klu¢kou ohnutou do 90-stupriového uhla sme
suspendovali 3 az 5 kolénii mikroorganizmu a rovhomerne
rozotreli na povrchu celofanu. Kultivovali sme 24 - 48 hod.
v podmienkach vhodnych na kultivaciu naockovaného mik-
roorganizmu. Po kultivacii vyrastol naockovany mikroorga-
nizmus na povrchu celofanu v rovnomernej vrstve. Pomocou
sterilnej Pasteurovej pipety sme oplachli kultdru z povrchu
celofanu 3-6 ml sterilnym fyziologickym roztokom. Suspen-
ziu sme pipetovali do 6-8 sterilnych skimaviek s fyziologic-
kym roztokom tak, aby hustota suspenzie v skimavkach

Tabulka 1. ZloZenie jednozloZkovych autovakcin na lie¢bu chro-
nickych a recidivujt]cich kolpitid

Koncentrécia MAK m

C. albicans 1x 108 CFU/ml 47,62 %
S. agalactiae 1,5 x 108 CFU/ml 1 1 13,10 %
E. faecalis 4 x 108 CFU/ml 5 595 %
E. coli 6 x 10% CFU/ml 5 595 %
C. glabrata 1 x 108 CFU/ml 3 3,57 %
S. cerevisiae 1 x 108 CFU/ml 1 1,79 %

Tabulka 2. ZloZenie dvojzloZkovych autovakcin na lie¢bu chronickych a recidivujdcich kolpitid

Koncentracia MAK . Potet ] Podiel |

C. albicans, S. agalactiae 3 x 107 CFU/ml, 6 x 107 CFU/ml 7 8,34 %
C. albicans, E. faecalis 3x 107 CFU/ml, 8 x 107 CFU/ml 1 1,19 %
C. albicans, E. coli 3 x 107 CFU/mI, 2 x 108 CFU/ml 2 2,38 %
S. agalactiae, E. coli 6 x 107 CFU/ml, 2 x 108 CFU/ml 4 4,76 %
S. agalactiae, E. faecalis 6 x 107 CFU/ml, 8 x 107 CFU/ml 2 2,38 %
S. agalactiae, S. cerevisiae 6 x 107 CFU/ml, 3 x 107 CFU/ml 1 1,19 %
E. coli, E. faecalis 2 x 108 CFU/m, 8 x 107 CFU/ml 2 2,38 %
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zodpovedala hodnote 5 McFarland a objem suspenzie v jed-
notlivych skimavkach bol 6 ml. Cistotu suspenzie v jednotli-
vych skimavkach sme kontrolovali mikroskopickym prepara-
tom a vyockovanim na vhodné kultivacné média. Po kontrole
Cistoty sme inaktivovali mikrobidlnu suspenziu 3,6-percent-
nym roztokom formaldehydu. Ziskali sme tak sterilny MAK,
ktorého sterilitu sme kontrolovali vyockovanim na vhodné
agarové kultivatné médium a ockovanim do tioglykolato-
vého tekutého média a trypténovo-séjového bujénu v sula-
de s postupom na kontrolu sterility farmaceutickych surovin
a produktov, uvedenym v aktualnom vydani Eurépskeho lie-
kopisu (PhEur)(9. So sterilnym MAK-om sme pracovali dalej
v priestoroch spifiajtcich zésady spravnej vyrobnej praxe, t. j.
v laminarnom boxe triedy A umiestnenom v miestnosti trie-
dy cistoty B, vybavenom vzduchotechnikou s HEPA filtrami.
Sterilny MAK sme centrifugovali 20 minut pri 3 000 otackach
za minutu a 6 °C. Na pripravu autovakcin sme pouzili sedi-
ment po odstraneni supernatantu, ktory sme zriedili do poza-
dovanej koncentracie podla typu mikroorganizmu. Tato kon-
centracia je radovo 108 pri jednozlozkovych autovakcinach
a 107 — 108 v pripade dvojzlozkovych autovakcin. Z priprave-
nych MAK-ov sme v spolupraci s lekarfiou pripravili kone¢nu
liekovd formu autovakciny riedenim MAK v riediacom roz-
toku. Autovakciny sme expedovali v priehladnych polyetylé-
novych liekovkach s kvapkadlom, sterilizovanych etylénoxi-
dom. Liekovky boli Cislované a oznacené farebnymi Stitkami,
na ktorych bolo uvedené Cislo autovakciny, zlozenie a datum
exspiracie. Kazdé balenie autovakciny obsahovalo nami vy-
pracovany pribalovy letak s uvedenim zlozenia autovakciny,
indikdcii, kontraindikacii lieCby doélezitych informdcii tykajd-
cich sa spbsobu jej uzivania a davkovaci kalendar. Hotové
autovakciny boli kontrolované na sterilitu na oddeleni farma-
ceutického skidsania HPL, spol. s r. 0., v Komarne v sulade
s kapitolou ¢. 2. 6. 1 PhEur(,

Kritéria a metody hodnotenia lieCby

Pri hodnoteni ucinnosti lieCby autovakcinami sme sledo-
vali klinicky stav a mikrobiologické kultivatné nalezy pacien-
tok. Potrebné informacie o klinickom stave a o vysledkoch
mikrobiologickych kultivacnych analyz pacientov pred lie¢-
bou autovakcinami v priebehu lie¢by v intervaloch vyznace-
nych v ddvkovacom kalendari a po ukonceni lieCby v stano-
venych intervaloch (3 mesiace, 6 mesiacov, 1 rok, 2 roky) boli
ziskavané z laboratérneho informaéného systému a od oSet-
rujucich lekarov formou dotaznikov alebo telefonickej kon-
zultacie.

U pacientok sme hodnotili priebeh liecby (poc¢as 10-me-
sacného podavania autovakcin) a nasledne 1. rok a 2. rok od
ukoncenia lieCby autovakcinou. Ziskané vysledky sme uspo-
riadali do grafov.

Tabulka 3. Skupiny pacientok podla uspesnosti lieCby

0 - bez recidivy pocas liecby

| = 1 recidiva pocas liecby

Il - 2 recidivy pocas liecby

Il - 3 recidivy pocas liecby

IV - viac ako 3 recidivy pocas liecby

Uspesna liecba

Ciastogne Gspesné lietba

Nelspesna liecba

Ukazovatelom Uspesnosti lieCby bol pocet recidiv pocas
poddavania autovakcin. Na zaklade poctu recidiv poCas poda-
vania autovakcin sme pacientky rozdelili do kategérii:
kategoria 0 — bez recidivy po¢as 10-mesacnej lieCby,
kategoria | — jedna recidiva pocas 10-mesacnej lieCby,
kategoria Il — dve recidivy po¢as 10-mesacnej liecby,
kategoria Il — tri recidivy po¢as 10-mesacnej liecby,

kategoria IV — viac ako tri recidivy poc¢as 10-mesacnej lieCby.
Na zaklade uvedenych kategérii sme rozdelili pacientky
do skupin podla Uspesnosti liecby (tabulka 3).
V obdobi 1. a 2. roka po liecbe autovakcinami sme nadalej
sledovali zdravotny stav a kultivacné ndlezy pacientok. Stav
pacientok sme hodnotili podla kritérii zhrnutych v tabulke 4.

Vysledky

Hodnotenie liechby — podavania autovakcin u pacientok
liecenych pre chronické a recidivujice kolpitidy

Sledovanim klinického stavu a mikrobiologickych kultivac-
nych ndlezov pacientok po¢as 10-mesacného poddvania au-
tovakcin sme zistili, Ze 41 (48,81 %) z nich nemalo recidivu,
21 (25 %) pacientok malo 1 recidivu, 12 (14,29 %) pacientok
malo 2 recidivy, 7 (8,33 %) pacientok 3 recidivy a u 3 (3,57 %)
pacientok boli viac ako 3 recidivy pocas sledovaného obdo-
bia liecby (graf 2).

Na konci 10-mesacnej lieCby autovakcinami sme zazna-
menali 62 (73,81 %) uspesne lieCenych pacientok, u ktorych
sa pocas liecby nevyskytla recidiva alebo mali len jednu re-
cidivu, 12 (14,29 %) Ciastocne uspesne liecenych pacientok
celkovo s dvomi recidivami a 10 (11,90 %) neuspesne lieCe-
nych pacientok, u ktorych sa nepodarilo dosiahnut znizenie

Tabulka 4. Kritéria hodnotenia stavu pacientok poc¢as 1. a 2. roka
po skonceni liecby autovakcinami

Vyrazne bez recidivy poc¢as 1., resp. 2. roka po skonéeni liecby
LB 1 recidiva podas 1., resp. 2. roka po skongeni liegby

Ciastoéne - 5 .
2 recidivy pocas 1., resp. 2. roka po skonceni liecby

3 aviac recidiv pocas 1., resp. 2. roka po skonceni lie¢by

Graf 2. Pocet recidiv po¢as poddvania autovakcin u pacientok su-
boru
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poctu recidiv pocas celého obdobia liecby. U Ziadnej z lie-
¢enych pacientok nedoslo k zhorSeniu zdravotného stavu
(graf 3).

V skupine Uspesne liecenych pacientok (bez recidiv ale-
bo s jednou recidivou pocas liecby) boli aplikované autovak-
ciny obsahujice mikrobidlny antigénny komplex (MAK) Can-
dida albicans u 28 (33,33 %) pacientok, v skupine Ciasto¢ne
Uspesne liecenych (2 recidivy pocas liecby) bol podiel auto-
vakcin s obsahom MAK C. albicans 8 (9,52 %) a v skupine ne-
uspesne lieCenych pacientok tvorili autovakciny s obsahom
MAK C. albicans iba 4 (4,76 %) (graf 4). Vzhladom na nizky
pocet autovakcin s obsahom MAK inych mikroorganizmov
a autovakcin s obsahom MAK dvoch alebo troch mikroor-
ganizmoy, t. ¢. sa nemozno vyjadrit k otazke, ¢i a/alebo ako
ovplyvni zloZenie autovakcin Uspesnost lieCby.

Hodnotenie klinického stavu pacientok stuboru pocas
1. roka po skonceni liechy autovakcinami

Sledovali sme pocet klinicky zjavnych a kultivacne potvr-
denych recidiv u pacientok suboru pocas 1. roka po skonceni
lieCby autovakcinami. Pocet recidiv poCas 1. roka po skonceni

Graf. 3. Celkova uspesnost liecby autovakcinami po jej ukonce-
ni'v subore pacientok
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Graf 4. ZloZenie autovakcin v skupindch rozdelenych podla
uspesnosti priebehu lieCby
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lieCby autovakcinami v jednotlivych kategoériach pacientok je
znazorneny na grafe 5.

Na konci 1. roka po skonceni lieCby autovakcinami sme
zaznamenali 63 (75 %) pacientok s vyrazne zlepsenym sta-
vom (bez recidivy alebo s jednou recidivou pocas 1. roka po
skonceni liecby), 9 (10,71 %) pacientok s CiastoCne zlepse-
nym stavom (2 recidivy pocas 1. roka po skonceni liecby)
a 12 (14,29 %) pacientok bez zlepsenia stavu (3 a viac reci-
div pocas 1. roka po skonceni liecby). Zhorsenie stavu v 1.
roku po lieCbe sme nezaznamenali u Ziadnej lieCenej pacient-
ky (graf 6).

Hodnotenie klinického stavu pacientok pocas 2. roka
po skonceni liecby autovakcinami

Sledovali sme pocet klinicky zjavnych a kultivacne potvr-
denych recidiv u pacientok suboru pocas 2. roka po skonceni
lieCby autovakcinami. PocCet recidiv pocas 2. roka po skonce-
ni lieCby autovakcinami v jednotlivych kategéridch pacientok
je znazorneny na grafe 7.

Na konci 2. roka po skonceni lieCby autovakcinami sme
zaznamenali 65 (77,38 %) pacientok s vyrazne zlepSenym
stavom (bez recidivy alebo s jednou recidivou pocas 2. roka
po skonceni liecby), 7 (8,33 %) pacientok s Ciastocne zlep-
Senym stavom (2 recidivy pocas 2. roka po skonceni liec-
by) a 12 (14,29 %) pacientok bez zlepsenia stavu (3 a viac
recidiv pocas 2. roka po skonceni liecby). Zhorsenie stavu
v 2. roku po lie¢he sme nezaznamenali u ziadnej lieCenej pa-
cientky (graf 8).

Graf 5. Pocet recidiv pocas 1. roka po skonceni lieCby autovakci-
nami v kategdriach 0 az IV
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0 - bez recidiv; I - 1 recidiva; Il — 2 recidivy; lll — 3 recidivy; IV -
viac ako 3 recidivy pocas liecby autovakcinami

Graf 6. Hodnotenie zdravotného stavu pacientok poc¢as 1. roka po
skonceni liecby autovakcinami
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Graf 7. Pocet recidiv pocas 2. roka po skonceni lieby autovakci-
nami v kategériach 0 az IV
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0 - bez recidiv, I - 1 recidiva, Il - 2 recidivy, Ill - 3 recidivy, IV -
viac ako 3 recidivy pocas liecby autovakcinami

Diskusia

Je relativne malo publikovanych vysledkov lieCby chro-
nickych a recidivujucich kolpitid autovakcinami. Vysledky
lieCby najvacsieho suboru pacientok zverejnila Rutova zo
Zdravotného ustavu so sidlom v Ostrave(®. Vo svojej pra-
ci prezentovala vysledky lieCby autovakcinami pripravenymi
na oddeleni bakteriolégie a mykoldgie v laboratériu na pri-
pravu imunomodulatorov pocas rokov 1985 — 1995. Za toto
obdobie pripravili pre pacientky s gynekologickymi zapalmi
408 autovakcin, z nich 92 % bolo indikovanych pre chronické
mykotické kolpitidy. Z pripravenych autovakcin bolo 90 % in-
jekénych. Uspesnost lieéby hodnotili na sibore 248 pacien-
tok bezprostredne po skonceni lieCby. ZlepSenie stavu doku-
mentovali u 74,90 %, bez zmeny stavu bolo 12,50 % a liecbu
nedokoncilo 12,50 % pacientok. Imunologické vySetrenie ab-
solvovalo iba 15 % pacientok, z toho dévodu vplyv lie¢by na
parametre imunitného systému nebol hodnoteny. Pacientky
nasho suboru boli lietené peroralnymi hyposenzibilizacnymi
autovakcinami, zlep$enie stavu (Gspes$na a CiastoCne Uspes-
na liecba) na konci lieCby sme zaznamenali u 74 (88,10 %)
z nich. Napriek odliSnostiam (napr. v spésobe podavania)
sme zaznamenali vyrazne lepSie vysledky.

Autorky Viktorinova a Koukalova®” publikovali vysledky
koznych testov 80 pacientok s chronickou vagindlnou kandi-
ddzou. Signifikantnu precitlivenost véasného typu v subore
chorych pacientok dokazali iba na antigény C. albicans. V su-
bore chorych Zien bola znizend neskora odpoved na vSetky
testované antigény — C. albicans, C. krusei a C. glabrata. Pod-
I'a autoriek tento ndlez nepriamo poukazuje na znizenu bun-
kovu imunitnu odpoved u zien s chronickou a recidivujucou
vaginalnou kandidézou. V publikacii sa odvolavaju na vysled-
ky ich vlastnej Studie, v ktorej zistili, Ze u 68,10 % pacientok
s recidivujucou vaginalnou kandid6zou je znizena fagocytar-
na aktivita leukocytov a u 36,60 % zistili vyskyt znizeného
poctu CD4+ T-lymfocytov. Po imunostimulacnej lieCbe vagi-
nalnou alebo peroralnou vakcinou Kanvakol, obsahujicou
mikrobidlny lyzat zlozeny z kvasiniek C. albicans, C, krusei,
C. glabrata a baktérie Propionibacterium acnes, doslo k Gpra-
ve tychto parametrov, preto autori predpokladaju vyznam-
nu Ulohu CD4+ T-lymfocytov v obranyschopnosti proti myko-
tickym infekciam. Koukalova a spol."® publikovali vysledky
vakcinoterapie recidivujucich kvasinkovych zapalov posvy

Graf 8. Hodnotenie zdravotného stavu pacientok pocas 2. roka po
skonceni liecby autovakcinami
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pouzitim vakciny Kanvakol vyvinutej na ich pracovisku. Do
studie zaradili 91 pacientok, vysledky Studie hodnotili u 66
z nich, 41 pacientok bolo lieCenych peroralnou tabletovou
formou vakciny, 11 pacientok vakcinou vo forme vaginalnych
globul a 14 pacientok obidvomi formami su¢asne. Kontrolnu
skupinu tvorilo 16 zien lie€enych antimykotikami. Terapia va-
gindlnou formou vakciny bola Uspesna u 81,80 % pacientok
a lie¢ba peroralnou formou u 80,40 % pacientok. Liecba obi-
dvomi formami naraz bola Uspesna u 71,40 % pacientok. Vel-
mi dobry lieCebny Ucinok dosiahli celkovo u 78,80 % pacien-
tok. Priaznivy ucinok pretrvaval priemerne 9,9 mesiaca u 35
pacientok (53 %), u dal$ich 17 (25,76 %) doslo k 1 recidive
v obdobi 7 = 18 mesiacov po skonceni lieCby.

Uspesnost lieéby v nasom stbore je porovnatelnd s Gispes-
nostou lieCby stboru pacientok publikovanych autorkami Ko-
ukalova a spol.(®. Vyrazne zlepSeny stav v 1. roku po skon-
¢eni liecby sme zaznamenali u 63 (75 %) pacientok, v 2. roku
u 65 (77,35 %) pacientok.

Vzhladom na réznorodost a ¢asto neporovnatelnost vy-
sledkov publikovanych inymi autorskymi kolektivami, nasou
snahou je standardizovat podévanie a sposob hodnotenia
uspesnosti lieCby pacientok autovakcinami. Nami publiko-
vané vysledky su vysledkami lieCby pacientok lieCenych per-
oralnymi hyposenzibilizaénymi autovakcinami poddvanymi
podla Standardnej davkovacej schémy a pri hodnoteni lie¢-
by a nasledného obdobia po liecbe sme pouzili rovnaké hod-
notiace kritérium — pocet recidiv infekcie. Prvé nami publiko-
vané vysledky z roku 201679 boli vysledkami liecby suboru
pacientok (n = 101) lie¢enych autovakcinami, ktoré boli po-
davané podla hyposenzibilizacnej, imunizacnej a kombino-
vanej schémy. Uspesnost liegby bola porovnatelna, po skon-
¢eni lieCby sme zaznamenali Gspesnu liecbu u 68 (67,33 %)
pacientok, ¢iasto¢ne Uspesnu liecbu u 20 (19,80 %) a ne-
Uspesnu lieCbu sme evidovali u 13 (12,87 %) pacientok.
V 1. roku po lie¢be autovakcinami bolo 73 (72,28 %) pacien-
tok vo vyrazne zlepsenom stave, u dalsich 11 (10,89 %) pa-
cientok bol stav CiastoCne zlepSeny a bez zlepSenia stavu bo-
lo 17 (16,83 %) pacientok.

Zaver

Na zaklade nasich vysledkov mézeme konstatovat, ze
lieCba peroralnymi hyposenzibilizaénymi autovakcinami ma
svoje jasné opodstatnenie a prinos ako doplnkova liecba
chronickych a recidivujicich kolpitid u zien, u ktorych opako-
vana antimikrobidlna lieCba nepriniesla zlepSenie. Posudenie
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potreby a vhodnosti tejto formy lie¢by pre konkrétne pacient-
ky je na odbornom lekarovi gynekolégovi, imunolégovi, kto-
ry po zhodnoteni doterajSieho priebehu lieCby a celkového
zdravotného stavu pacientky méze indikovat tato liecbu. Ne-
treba zabudat, Ze aj tato liecba ma kontraindikacie, neodpo-
ra¢ame ju tehotnym zenam, imunodeficientnym pacientkam
a pacientkam s autoimunitnymi chorobami.
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Laboratorna diagnostika syfilisu

RNDr. Tatiana Kopilcova
Medirex, a. s., Bratislava

Syfilis je systémové infekéné venerické ochorenie vyvolané fragilnou Spiralovitou baktériou Treponema pallidum.
Cesta prenosu je vo vacsine pripadov sexudlnym kontaktom s infekénymi lIéziami - ziskany syfilis. Podla uda-
jov Eurépskeho centra pre prevenciu a kontrolu chorob (ECDC) takmer dve tretiny pripadov so znamym spoéso-
bom prenosu sa tykaju muzov, ktori maju sex s muzmi. Nebezpecna je moznost prenosu z matky na plod in ute-
ro — kongenitalny syfilis — a transfiziou krvnych derivatov. Su tri dolezité aspekty stanovenia diagnézy syfilis:
epidemiologicka analyza, klinické vySetrenie a laboratérna diagnostika. V nasom laboratériu pouzivame na skri-
ning netreponémové RPR (Rapid Plasma Reagin) a Specifické treponémové TPPA (Treponema Passive Particle
Agglutination Assay) testy alebo CMIA (Chemiluminiscent Microparticle InmunoAssay). VSetky reaktivne vzor-
ky konfirmujeme metédou imunoblot IgM a IgG.

Klicové slova: Treponema pallidum, ziskany syfilis, kongenitalny syfilis, netreponémové testy, treponémové testy

Laboratory diagnosis of syphilis

Syphilis is a systemic infectious venereal disease caused by the fragile spiral bacterium Treponema pallidum.
The route of transmission is mostly by sexual contact with infectious lesions — acquired syphilis. According to
the European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), almost two-thirds of the syphilis cases with in-
formation on transmission category were reported in men who have sex with men (MSM). Dangerous is the pos-
sibility of transmission from mother to foetus in utero — congenital syphilis and by blood products transfusion.
There are three aspects of syphilis diagnosis: clinical history, physical examination and laboratory diagnosis. In
our laboratory, we use for screening non-treponemal RPR (Rapid Plasma Reagin), and specific treponemal TP-
PA (Treponema Passive Particle Agglutination Assay) tests or CMIA (Chemiluminescent Microparticle Immuno-
Assay). All reactive samples we confirm with immunoblot IgM and IgG test.

Keywords: Treponema pallidum, acquired syphilis, congenital syphilis, non-treponemal tests, treponemal tests

Newslab, 2017; ro€. 8 (2): 91 — 93

Uvod

Syfilis (lues) je historicky zname chronické multisystémo-
vé pohlavne prenosné infek&né ochorenie spdsobené bakté-
riou Treponema pallidum. Uvazuje sa 0 moznosti, ze do Euré-
py sa dostal s ndmornikmi Christophera Columba po nédvrate
z Nového sveta. Pomerne rychlo zachvatil mnoho eurép-
skych krajin a prepukol do rozsiahlej epidémie. Predpoklada
sa, ze mnoho vyznamnych osobnosti trpelo tymto ochore-
nim, napriklad Beethoven, Karol VIII., Ivan Hrozny, Shakespe-
are, Vincent Van Gogh, Oscar Wilde, Adolf Hitler a Abraham
Lincoln. Napriek si¢asnym moznostiam diagnostiky a lie¢-
by je to stéle aktualny problém zdravotnictva na celom sve-
te. VSR ma od roku 1990 alarmujutco stdpajuci trend. S ocho-
renim sa stretdvame hlavne u sexualne aktivnych dospelych,
ked' sa infekcia akviruje sexualnym kontaktom s infek&ny-
mi |éziami. Podla Gdajov Eurépskeho centra pre kontrolu
choréb (ECDC) takmer dve tretiny novodiagnostikovanych
pripadov tvoria muzi majuci sex s muzmi. Velké nebezpe-
¢enstvo spociva v prieniku T. pallidum cez placentu na novo-
rodencov u nelieCenych alebo nedostatocne lieCenych séro-
pozitivnych matiek, ¢o je, zial, u nas aktualny problém najma
v socialne slabsich vrstvach. Mozny je aj prenos transfiziou
krvnych derivatov. Velmi prilezitostne sa stretdvame so zis-
kanim infekcie cez poruseny kozny kryt. Jediny znamy priro-
dzeny hostitel je ¢lovek.

Povodca
Treponema pallidum subs. pallidum (obrazok 1) z cela-
de Spirochetaceae je fragilny Spirdlovity mikroorganizmus

0,18 pm Siroky, 20 ym dlhy so 4 az 14 pravidelnymi zavitmi.
Z oboch koncov vy¢nievajuce axidlne fibrily, podobné bakte-
rialnym bic¢ikom, umoznuju rotaciu v priestore. Protoplazma-
ticky valec je obaleny 3-vrstvovou stenou, ktora obsahuje ky-
selinu muramovd, a udrziava vlaknity tvar. Celé telo je obalené
tenkou fragilnou membranou. Virulentné kmene maiju na svo-
jom povrchu slizovu vrstvu. Treponémy maju nizku odolnost
a su citlivé na vplyvy vonkajSieho prostredia, nicia ich aj zrie-
dené roztoky beznych dezinfekénych prostriedkov a kyslik.
Pri teplote nad 39,5 °C hynu za 4 hodiny a v krvnych konzer-
vach nepreziju 4 dni. Inkubacny ¢as je od 10 do 90 dni, prie-
merne asi 3 tyzdne. Treponémy su vel'mi invazivne, prenikaju
koZou alebo sliznicami a Specificky sa viazu na rozne druhy

Obrazok 1. Treponema pallidum, elektrénova fotomikrografia zv.
36 000x

Zdroj: CDC/NCHSTP/Division of STD Prevention, STD Clinical Slides
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buniek. K diseminacii dochddza relativne skoro po inokulacii.

Rozmnozuju sa extracelularne. Ich lipoproteiny induku-
ju perivaskularny zapalovy proces. Mézu byt fagocytova-
né makrofagmi a endoteliami krvnych vldsoc¢nic, poSkodzu-
ju kapilary a zhorsuju ich funkciu. Vd'aka unikatnej Strukture
vonkajsej membrany vedia uniknut hostitel'skej imunitnej od-
povedi. Obsahuju enzym degradujuci hyalurénovu kyselinu,
¢o umoznuje hematogénny rozsev napriek vysokému titru
cirkulujucich protilatok. Nasledné imunopatologické proce-
sy su spOosobené komplexmi antigénu s protilatkou. Slizova
vrstva chrani baktérie pred ucinkom protilatok a komplemen-
tu. Specificka protilatkova (IgM, IgG) i bunkové obrana méze
viest k spontannemu uzdraveniu. Imunita sa rozvija pomaly,
asi za 2 roky po infekcii. Napriek komplexnej imunitnej odpo-
vedi v priebehu prvej epizédy syfilisu st v§ak mozné reinfek-
cie. Umoznuje ich existencia 7 diskrétnych variabilnych (V)
regiénov Treponema pallidum repeat protein K (TprK). Proti-
latkova odpoved v priebehu infekcie je namierend prave pro-
ti tymto V regiénom. Diverzita proteinu K (TprK) je prekazkou
rozvoja ucinnej vakciny.

Stadia syfilisu

Primarne po 10 az 90 drioch od akvirovania infekcie sa vy-
skytne nebolestivy tvrdy vred (obrazok 2) v mieste prenosu.
Progreduje od makuly cez papulu do vysokoinfekéného ulcus
durum, z ktorého mézu byt treponémy izolované. V infiltrate

Obrazok 2. Primarne stadium - lézia na jazyku

L
. . -

Zdroj: CDC/NCHSTP/Division of STD Prevention, STD Clinical Slides

Obrazok 3. Sekundarny syfilis — generalizovany ras
i

Zdroj: Cincinnati STD/HIV Prevention Training Center

nachadzame lymfocyty, plazmatické bunky a makrofagy, za-
palova reakcia sposobuje obliterativnu endoarteritidu. Po 3 az
12 tyzdnoch sa i bez lie¢by spontanne vyhoji. Celé primarne
Stadium je sprevadzané regionalnou lymfadenopatiou. V sko-
rej faze tohto Stadia mozu byt sérologické testy na syfilis nega-
tivne. Protilatkova odpoved nezabrani rozvoju druhého stadia.
Sekundarne stadium (obrazok 3) sa rozvinie po 4 az 10 tyz-
dnoch od objavenia sa primarnej I1ézie. Treponémy sa mnozia
a zaplavuju organizmus. Systémova manifestacia zahffa ne-
svrbivy generalizovany makulopapuldzny ras, nevolnost, ho-
rucku, myalgie, artralgie, lymfadenopatiu. Objavuju sa condy-
lomata lata a alopécia. Vyrazne stipa koncentracia protilatok
a tvoria sa komplexy antigénu s protilatkou.

Pri prvom i druhom stadiu syfilisu m6zu priznaky ustupit
a v latentnej podobe moéze pbévodca syfilisu prezivat u infi-
kovaného aj niekolko rokov alebo az do konca zivota. Ziska-
ny primarny, sekundarny a vcasny latentny syfilis sa podla
Eurépskeho centra pre prevenciu a kontrolu choréb (ECDC)
a Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) definuje ako
véasny syfilis (infekény syfilis). Priblizne 30 % neliecenych
pacientov v priebehu 1 az 20 rokov progreduje do terciarne-
ho stadia. Klinicky sa prejavuje ako gumatézny syfilis, paren-
chymatézny neurosyfilis a kardiovaskularny syfilis. Nasta-
vaju organové zmeny, poskodenie ciev a centralnej nervovej
sUstavy (CNS). Treponémy sa v tomto $tadiu dokazuju iba vy-
nimocne. V ktoromkolvek stadiu infekcie moze dojst k roz-
voju neurosyfilisu, ked' spirochéty invaduji CNS. Méze byt
asymptomaticky, ale aj s velmi vaznymi klinickymi prejav-
mi. VCasny sa po niekolkych mesiacoch az rokoch po infek-
cii prejavi ako syfilitickd meningitida, meningovaskularny
alebo okularny syfilis. Neskory sa ukaze dekady po infekcii
a charakteristické st parézy a tabes dorsalis. M6Ze sa koncit
Uplnou paralyzou, stratou reflexov a demenciou s rozpadom
osobnosti. Neskory latentny a terciarny (gumatdzny syfilis,
kardiovaskularny a neurosyfilis) sa definuju ako neskory sy-
filis (obrazok 4). Kongenitalny syfilis je dosledok penetra-
cie T. pallidum cez placentu alebo k akvirovaniu dochadza
v infikovanom pérodnom kandli. Od 70 do 100 % novoro-
dencov matiek s nelieCenym v€asnym syfilisom je infikova-
nych a v jednej tretine pripadov sa plod narodi mftvy. AvSak
aj primerane liecenym matkdm sa moéze narodit mrtvy ale-
bo infikovany novorodenec. Deti s kongenitalnym syfilisom
sa rodia predcCasne, su dehydratované, maju nizku pérodnu

Obrazok 4. Neskory syfilis — ulcerujice gummy
3 3 W

Zdroj: CDC/ NCHSTP/ Division of STD Prevention, STD Clinical Slides

2/2017
ewslab

91




Povodné prace

hmotnost. Priznaky zodpovedaju sekundarnemu stadiu -
exantémové kozné prejavy, zvacsena pecen. Potom nastava
faza latencie. Po viac ako dvoch rokoch infekcie hovorime
o neskorom vrodenom syfilise, pri ktorom sa objavuju tazké
poskodenia organov — hluchota, intersticialna keratitida az
slepota, perforacie podnebia, nosa, sudkovity tvar rezakov.

Terapia

UrCena je vyhradne dermatovenerolégom. Liekom prvej
volby je G penicilin, vhodnejSie je parenteralne podavanie
a B-laktamové antibiotika. Pri alergii na penicilin je vhodny
tetracyklin a doxycyklin. V pripade azitromycinu a inych ma-
krolidov narasta podiel rezistencie spbésobeny bodovou mu-
taciou génu pre 23S rRNA. Dobru penetraciu do mozgovo-
miechového moku maiju tetracyklin, doxycyklin a ceftriaxon.

Laboratorna diagnostika

Na stanovenie diagnozy syfilis (Dg. A50 — A53) su nutné
tri zakladné aspekty: epidemiologicka anamnéza, klinické vy-
Setrenie a laboratérna diagnostika.

Moznosti priamej laboratérnej diagnostiky si pomerne ob-
medzené. Na umelych kultivacnych pédach treponémy nerast,
nemnozia sa v kuracom embryu ani v tkanivovych kultdrach.
Metody molekularnej bioldgie sa rutinne nevyuzivaju pre viac
ako 95 % homoldgiu DNA patogénnych treponém (T. pallidum
subsp. pallidum, T. pallidum subsp. pertenue, T. pallidum subsp.
endemicum, T. carateum). UZitocné st iba pri diagnostike z pri-
marne sterilnych tekutin, ako je mozgovomiechovy mok, am-
nioticka alebo o¢na tekutina. T. pallidum nie je vizualizovatelna
Gramovym farbenim pre jej minimalnu hrdbku. Mozna je identi-
fikacia zivych treponém v tkanivovom moku ziskanom zo spo-
diny ulcus durum na zaklade ich rotacného a kyvavého pohybu
mikroskopiou vtmavom poli. Tato metodika patri do ruk derma-
toveneroldégov. Je velmi pracna, zatazena subjektivnou chybou
pozorovatela a moznostou ziskania faloSne pozitivnych aj ne-
gativnych vysledkov. Striebrenie podla Levadetiho je podobne
velmi ndro¢né, priama imunofluorescencia s vyuzitim polyklo-
nalnych protilatok identifikuje treponémy v 1éziach. Zaklad la-
boratérnej diagnostiky tvoria sérologické testy. Treba si vSak
uvedomit, Ze ziaden z tychto testov nerozlisi venericky syfilis
od nevenerickych treponematoz (yaws, bejel, endemicky syfilis
a pinta). Tieto patogény st morfologicky a antigénne podobné
a odlisit ich vieme iba na zaklade sposobu ziskania, epidemio-
I6gie a klinickej manifestacie a dnes uz aj DNA sekvenovanim.
Vsetky osoby s pozitivnymi sérologickymi nalezmi by mali byt
lietené na syfilis. Laboratorne sa syfilis diagnostikuje kombi-
ndaciou netreponémovych a treponémovych testov. V netrepo-
némovych (nespecifickych) reaginovych testoch dokazujeme
v sére po 10 az 15 dnoch, v likvore po 4 — 8 tyzdihoch po obja-
veni sa tvrdého vredu zmes heterofilnych IgM a IgG proti kar-
diolipinu, lecitinu a cholesterolu, uvolneného rozpadom tkaniv
hostitel'a v priebehu ochorenia a naviazaného ako haptén na
proteiny treponém. Titre reaginov koreluju s aktivitou ocho-
renia, monitoruju jeho aktivitu a Gspesnost lieCby. Pri absen-
cii terapie kulminuju po 1 az 2 rokoch. V praxi sa stretdvame
s rGznymi obmenami tychto testov: VDRL (Venereal Disease
Research Laboratory), BWR (Bordetova-Wassermanova reak-
cia), RPR (Rapid Plasma Reagin) a RRR (Rapid Reagin Reac-
tion). V nasom laboratériu pouzivany RPR test vyuziva flokula-
ciu kardiolipinového antigénu naviazaného na uhlikové Castice
protilatkami (reaginmi) v pacientskom sére. V treponémovych

(Specifickych) testoch sa stanovuiju Specifické IgM a IgG pro-
tilatky proti pévodcovi ochorenia Treponema pallidum. Vacsina
z nich vyuziva rekombinantné antigény treponém. NajcastejSie
sa pozivaju testy TPPA (Treponema Passive Particle Agglutina-
tion Assay), TPHA (Treponema pallidum Haemagglutination As-
say), EIA (Enzyme Immunosorbent Assay), CMIA (Chemilumi-
niscent Microparticle ImmunoAssay) — IgM, IgG, konfirmacny
test imunoblot — IgM, IgG a FTA-abs test (Fluorescent Trepone-
mal Antibody absorption test) v referencnom laboratériu. Rych-
ly Point of Care test pre jeho suboptimalnu senzitivitu odporu-
¢a ECDC aj WHO iba pre rozvojové krajiny. Treponémové testy
zacinaju byt reaktivne 1 az 2 tyzdne po objaveni sa tvrdého vre-
du, i ked' z praxe vieme, ze je to velmi individualne a niekedy to
moze trvat az do troch mesiacov. Stanovenie titrov Specifickych
protilatok v diagnostike a manazmente syfilisu nie je prinosné.
Vyznam stanovenia titrov je len v diagnostike kongenitalneho
syfilisu a neurosyfilisu. Specifické treponémové protilatky zo-
stdvaju u vacsiny pacientov pozitivne po cely zivot a identifikuju
osoby Uspesne lieCené aj osoby s nelieCenym syfilisom. Treba
si uvedomit moznost biologicky falo$nej reaktivity sérologic-
kych testov, ¢asto pri autoimunitnych ochoreniach, v gravidite
a pri boreliéze, preto sa reaktivne vzorky konfirmuju. Optimal-
na je metdda imunoblot, kde stanovujeme IgM a IgG protilatky
proti jednotlivym membranovym proteinom T. pallidum. Potvr-
denie IgM protilatok je zvlast cenné pri diagnostike kongenital-
neho syfilisu.

Diagnostika v MEDIREX-e

Podl'a odborného usmernenia NRC pre syfilis (2005) pre
skrining syfilisu podliehaju vyhladdvaniu novych pripadov
(Specificky + nespecificky test) vSetci dospeli po 50. roku
pri prvej hospitalizacii v roku, do 50. roku pri kazdej hospi-
talizacii, kazdy STD chory, kazda tehotna 2x pocas gravidity
(3.-4.m. a 7.-8.m.), vSetci darcovia krvi, kostnej drene, tkaniv,
organov a spermii a novorodenci. KedZe kombinacia testov
RRR + TPPA je pracna a ¢asovo naroc¢na a vysledky su az na
2. den po doruceni vzorky do laboratdria, zaviedli sme v na-
Sich laboratériach na skrining syfilisu Specificky test CMIA
IgM + 1gG. Vdaka detekcii IgM protilatok je reaktivny od 2.
tyzdna ochorenia, plne automatizovany a negativny vysle-
dok je v den dorucenia vzorky do laboratéria. Kombindaciu
testov RRR + TPPA sme ponechali Standardne pre dermato-
venerologickych pacientov a novorodencov. Kazdé reaktivne
sérum v teste CMIA overujeme testami RRR a TPPA a vSet-
ky novodiagnostikované nalezy konfirmujeme metdédou
imunoblot IgM a IgG. Séra novych sérologicky diagnostikova-
nych suspektnych ochoreni zasielame na konfirmacné vyset-
renie do RUVZ - Narodného referenéného centra pre syfilis
v Kosiciach. Specifickou sui¢astou nasej éinnosti je vySetre-
nie z plodovej a o¢nej tekutiny a diagnostika neurosyfilisu.
Intratekalnu produkciu protilatok stanovujeme porovnanim
titra TPPA v sére a v likvore.

Odber biologického materialu a transport do laboratéria

Odoberd sa krv v mnozstve 5 — 7 ml do Specialnej odbe-
rovej supravy urc¢enej na odber a transport krvi. Do dvoch ho-
din sa moze krv transportovat pri izbovej teplote. Plodovu
vodu, o¢nu tekutinu a likvor je vhodné zasielat v mnozstve
min. 1T ml.

Ak transport vyzaduje dlhsi Cas, je potrebné vzorku trans-
portovat a uchovavat pri 2 - 8 °C.
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Tabulka 1. Vysetrenie specifickych protildtok metddou TPPA
alebo CMIA v rokoch 2008 - 2016

Tabulka 2. ViySetrenie Specifickych protilatok metédou TPPA ale-
bo CMIA v rokoch 2008 — 2016 u gravidnych Zien a novorodencov

pocet vySetreni | pozitivnych pozitivity pocet vySetreni  pozitivnych pozitivity
Sérum 753 865 9367 124 % Gravidné Zeny 107 788 486 0,45 %
Likvor 1258 49 8,39 % Novorodenci 53177 264 0,49 %
0Oc¢na tekutina 16 4 25 %
Zaver séra 9 367 je alarmujuci. Na druhej strane je potesitelng, ze

Z prehladu klinickych prejavov syfilisu vyplyva, Ze nie kaz-
dy symptdm je typicky pre toto ochorenie, Stadium latencie je
bez klinickych prejavov, ale pacient m6ze byt infekény, preto
skrining a nasledna lieCba su do6lezitym preventivnym opat-
renim proti Sireniu syfilisu. V tabulke 1 a 2 je uvedeny celko-
vy pocet vysSetreni Specifickych protilatok na nasom oddele-
ni v rokoch 2008 az 2016 a celkovy pocet pozitivhych vzoriek
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Vyuzitie nepriamej imunofluorescencie pri detekcii autoprotilatok
asociovanych so systémovou sklerézou

Mgr. Simona Durankova
Medirex, a. s., Bratislava

Systémova sklerdza je autoimunitné ochorenie charakteristické pritomnostou antinuklearnych protilatok pro-
ti roznym extrahovatelnym antigénom. V sérach pacientov mozno detegovat autoprotilatky Specifické pre sys-
témovu sklerézu (autoprotilatky proti topoizomeraze I, centromére-A, centromére-B, RNA polymeraze Ill -RP11,
-RP155) a autoprotilatky asociované so systémovou sklerézou (autoprotilatky proti fibrilarinu, NOR90, Th/To,
PM-Scl100, PM-Scl75, Ku, PDGFR, Ro-52). Jednotlivé typy autoprotilatok mézu byt asociované s roznymi klinic-
kymi prejavmi pacienta a ich spravna detekcia méze napomact pri diagnostike, prognéze a v manazmente ocho-
renia.

Klicové slova: autoprotilatky, autoantigén, systémova skleréza

Use of indirect immunofluorescence in the detection of autoantibodies associated with systemic sclerosis

Systemic sclerosis is an autoimmune disease characterised by the presence of antinuclear antibodies against
various extractable antigens. In patient’s sera, we can detect autoantibodies specific for systemic sclerosis (au-
toantibodies against topoisomerase I, centromere-A, centromere-B, RNA polymerase Il -RP11, RP155) and au-
toantibodies associated with systemic sclerosis (autoantibodies against fibrillarin, NOR90, Th/To, PM-Scl100,
PM-Scl75, Ku, PDGFR, Ro-52). Individual types of autoantibodies may be associated with various clinical mani-

festations of the patient, which may help in the diagnosis and management of the disease.
Keywords: autoantibodies, autoantigen, systemic sclerosis

Newslab, 2017; roc. 8(2): 94 — 98

Systémova skler6za (SSc) je zriedkavé, chronické auto-
imunitné ochorenie spojivového tkaniva s neznamou prici-
nou vzniku. Charakterizuje ho vyrazna fibréza koze, dege-
nerativnhe zmeny a vaskularne abnormality, ktoré postihuju
kozu, kiby a vnitorné organy (najma pazerak, gastrointesti-
nalny trakt, pltca, srdce a oblicky)™. Na celom svete trpi tym-
to ochorenim priblizne 2 — 50 zo 100 000 l'udi, pricom posti-
huje 3-4x Castejsie Zeny ako muzov (obvykle medzi 44. az
55. rokom zivota).

Vzhladom na to, Ze SSc sa prejavuje réznymi formami
a na réznych Castiach tela, pricom sa dokonca méze dostat
aj do pokojovej fazy, klinicka diagnéza je pomerne ndro¢na®.

Formy SSc:

1. Diftizna sklerodermia (dcSSc) — zhrubnutie koZe na tvari,
trupe a na hornych i dolnych koncatinach.

2. Limitovana sklerodermia (IcSSc) — zhrubnutie koze na
obmedzenych miestach distalne od laktov a kolien, ale
postihuje tiez tvar a krk. Synonymom je CREST syndrém
(C - podkozna kalcifikacia, R — Raynaudov fenomén, E -
porucha motility pazerdka, S — sklerodaktylia, T - telean-
giektazia).

3. Bez koznej sklerodermie — bez zjavnych klinickych koz-
nych prejavov (s vynimkou tvare), ale s charakteristickymi
zmenami na vnutornych organoch, cievnymi prejavmi a so
sérologickymi nalezmi.

4. Prekryvajlici sa syndrém — SSc spifajtca zarover aj kri-
téria systémového lupus erythematosus (SLE), reumatoid-
nej artritidy (RA) alebo polymyozitidy (PM).

5. Nediferencované ochorenie spojivového tkaniva/OVER-
LAP syndrém — Raynaudov fenomén s klinickymi a/alebo
laboratérnymi prejavmi SSc (anticentromérové protilatky,
zmeny mikrovaskulatury, ischemické defekty, edém a ul-
ceracie prstov), ale bez nalezu zhrubnutia kozZe a organo-
vych prejavov systémovej sklerodermie®”.

Pritomnost autoprotilatok je charakteristickou ¢rtou SSc,
ale aj inych autoimunitnych ochoreni. Stanovenie autoproti-
latok v sérach pacientov s SSc je zvlast dolezité — napoma-
ha pri sledovani priebehu ochorenia, prognéze a diferencial-
nej diagnostike (najmé odlisenie od inych kolagendz — napr.
SLE, PM, Sharpov syndrom, Sjogrenov syndrom)@34,

Priblizne v 95 % SSc pripadov mozno najst v sére pacien-
tov antinuklearne protilatky (ANA). ANA su detegované me-
tédou nepriamej imunofluorescencie (NIF) na kultivovanych
Hep-2 bunkach v kombindcii so substratom opicej pecene.
Tato metdda sluzi ako skriningovy test na detekciu autopro-
tilatok, pretoze je vysokosenzitivna a poskytuje zakladné in-
formécie o detegovanej strukture. Na Hep-2 bunkach mozno
vo vSeobecnosti popisat fluorescencné obrazy, napr. homo-
génne jadro, jemne zrnité/zrnité/hrubo zrnité jadro, jadierka
a iné struktury, ktorych pritomnost je spésobena réznymi an-
tigénmi. Na potvrdenie konkrétneho antigénu je indikovany
imunospecificky test (ELISA, imunoblot a pod.). Imunoblot
je metdéda detekcie, pri ktorej st na stripoch fixované vsetky
v slcasnosti zndme autoantigény charakteristické pre SSc,
ktoré sa rozdeluju do dvoch skupin: SSc specifické (topoizo-
meraza |, centroméra-A, centroméra-B, RNA polymeraza
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-RP11, -RP155) a SSc asociované (fibrilarin, NOR90, Th/To,
PM-Scl100, PM-Scl75, Ku, PDGFR, Ro-52). Prevalencia auto-
protilatok proti SSc antigénom je uvedend v tabulke 712349,

Autoprotilatky proti centroméram (anti-CENP)

Anti-CENP rozozndvaju 4 proteiny, najCastejSie CENP-A,
-B, -C, -D. Centromérové proteiny umoznuju vazbu kinetoché-
rov na centromérovu oblast chromozémov a interakciu s vre-
tienkom mitotického aparatu pocas mitdzy®®.

Anti-CENP sa CastejSie vyskytuju prilcSSc alebo pri CREST
syndrome. Pritomnost tychto autoprotilatok je asociovana
s lepSou prognézou a oneskorenym nastupom postihnutia
vnutornych organov. Takito pacienti maju limitované kozné
ochorenie bez postihnutia srdca ¢i obliciek a zriedkavo za-
vaznu intersticialnu fibrézu pl'ic (IF). Napriek tomu u viac ako
polovice pacientov, ktori zomieraju v suvislosti s SSc, je prici-
nou Umrtia pokrocila plticna hypertenzia (PHT). U pacientov
s anti-CENP protilatkami sa nevyvinie dcSSc a v takom pri-
pade nemusia byt monitorovani pre pripadnt renalnu krizu
a intersticialnu fibrézu®@34. Anti-CENP protilatky boli najde-
né aj v sérach pacientov s SLE, primdrnou bilidrnou cirhézou
(PBC), RA a so Sjogrenovym syndrémom (SS)®.

Tabulka 1. Prehlad SSc specifickych a SSc asociovanych auto-
protilatok@414

Autoprotilatka Hlavny autoantigén m

Anti-centroméra CENP-A, CENP-B 80 - 95 % limitovana
Anti-Scl70 DNA topoizomeraza | 25 - 75 % difizna
Anti-RNA . o e
polymeraza Ill RNA polymeraza 4 % difdzna
Anti-Th/To H1/8-2.a Th/7-2 RNA, < 5% vzécna
komponenty RN-azy
Anti-fibrilarin U3-RNP 5-10 % difuzna
Anti-NOR90 jadierkovy organizator <5 % vzacna
antigénovy komplex 11-16

e polypeptidov, o die

Anti-PM-Scl | avné antigény PM-Scl100, | 13 % diftzna
PM-Scl75
anti-Ku 80 a.70I,(I?a PNA Vi?ZUCi < 5% vzacna
diméricky protein

anti-PDGFR PDGFR

Obrazok 1. Anti-CENP®Y

Mikroskopicky obraz NIF ANA: 40 - 60 bodiek v interfazo-
vom jadre, bodkovana fluorescencia chromatinovej platnic-
ky pocas mitdzy (obrazok 1)®. Vzhladom na to, Ze anti-CENP
vykazuje charakteristicky fluorescencny obraz, nie je potreb-
né potvrdenie imunospecifickym testom.

Autoprotilatky proti topoizomeraze | (anti-Scl70)

Scl70 (70kDa) je degradaénym produktom topoizomera-
zy-l (topo I). Topo | je enzym lokalizovany v nukleoplazme, ja-
dierkach a v oblasti organizatora jadierka. Jeho funkciou je
katalyzovat odvijanie dsDNA pred syntézou dcérskych vla-
ken DNA pocas replikacie®.

Henault a kol. odhalili priame patogénne ucinky autopro-
tilatok najdenych v SSc. Vo svojej studii uviedli, ze autoanti-
gén topo | uvolneny z apoptotickych endotelidlnych buniek
sa Specificky viaze na fibroblasty, kde ho u pacientov s SSc
rozpozna protilatka anti-Scl70. Tato vazba nasledne induku-
je adhéziu a aktivaciu monocytov, ktord vedie k vyvoju SSc(.

Protilatky anti-Scl70 su u pacientov s SSc povazované za
marker zlej progndzy. Ich pritomnost je asociovana s dcSSc
a so skorym ndastupom postihnutia vnatornych organov.
U pacientov s tymto typom autoprotilatok je vyssia pravde-
podobnost vyskytu IF v skorych stadiach, periférnej vaskular-
nej choroby, postihnutia srdca, renalnej krizy a malignit. R6z-
ne Studie opisuju asocidciu protilatok anti-Scl70 s vysokou
umrtnostou, pricom pacienti s IF zomieraju na komplikacie
priemerne do 10 rokov po diagnostikovani SSc*9. Anti-Scl70
sa zvyCajne nevyskytuje u zdravych jedincoy, ani u pacientov
s Raynaudovym syndrémom alebo s inymi ochoreniami spo-
jivového tkaniva. Pravdepodobnost vyskytu anti-Scl70 a an-
ti-CENP sucasne je velmi nizka a vyskytuje sa len u 0,5 % pa-
cientov®,

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Jemne zrnita az homogén-
na fluorescencia jadra v interfaze, pozitivha fluorescencia
chromatinovej platnicky po¢as mitozy, ¢asto s pozitivnymi
jadierkami (obrazok 2)®. Vzhladom na to, Ze fluorescencny
obraz anti-Scl70 nie je vzdy jednoznacny, je potrebné potvr-
denie imunospecifickym testom.

Obrazok 2. Anti-Scl70@?
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Autoprotilatky proti RNA polymeraze Il (anti-RNAP 111)

RNA polymeraza lll je enzym, ktory katalyzuje prepis tRNA,
¢ast rRNA a niektorych malych RNA. Ide o komplex proteinov
pozostavajlci z > 12 podjednotiek, napr. RP11 a RP155, kto-
ré su asociované s SSc('",

Anti-RNAP Il sa vyskytuju u pacientov s SScv 5 - 20 %
a su asociované s dcSSc a progresivnym zhrubnutim koze,
vysokym rizikom pre vyvoj rendlnej krizy, progresivnejsSim
priebehom ochorenia, malignitami, bez pritomnosti IF. Pre-
Zivanie pacientov s anti-RNAP Il je v porovnani s anti-Scl70
lepsSie, pretoze renalna kriza je v sucasnosti l'ahSie lieCitelna
ako IF. Pritomnost protilatok anti-RNAP Ill u pacientov s SSc
moze byt povazovana za marker rozvoja renalnej krizy®591,

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Jemne zrnita fluorescen-
cia jadra v interfaze bunky, chromozomalna oblast pocas
mitozy je negativna (obrazok 2)'2. Fluorescencny obraz pri
anti-RNAP lll nie je jednoznacne odlisitelny od inych autopro-
tilatok s podobnou fluorescenciou, preto je potrebné potvrde-
nie imunos$pecifickym testom.

Autoprotilatky proti Th/To

Protilatky anti-Th/To rozozndvaju 40kDa protein spolo¢ny
pre dva malé ribonukleoproteiny obsahujice 7-2 RNA (RNa-
za MRP — RNA zlozka mitochondrialnej RNA endoribonukleda-
zy) a 8-2 RNA (RNAé&za P - ribonukleaza P)®.

Anti-Th/To protilatky su asociované prevazne s IcSSc
formou, hoci celkova frekvencia u pacientov s SSc je iba
2 — 5 %. Pacienti s protilatkou anti-Th/To maju sklon ku
kratSiemu trvaniu Raynaudového syndrému pred nastupom
inych symptdmoy, ako je napr. opuch ruk. Zavazné ischemic-
ké komplikacie su zriedkavé, avsak pritomnost tejto protilat-
ky sa spdja s IF a PHT, ktoré sa ¢asto vyskytuju uz v sko-
rom $tadiu ochorenia. Tato zvysena frekvencia a zdvaznost
pldcnych komplikacii vedu k horSiemu prezivaniu v porovna-
ni s pacientmi s IcSSc bez pritomnosti tejto protilatky©¢+9,

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Bodkovana fluorescencia
jadierok v interfaze bunky, chromozomalna oblast po¢as mi-
tozy je negativna®. Fluorescencny obraz pri anti-Th/To nie
je jednoznacne odlisitelny od inych autoprotilatok s podob-
nou fluorescenciou, preto je potrebné potvrdenie imunospe-
cifickym testom.

Autoprotilatky proti fibrilarinu/USRNP

Hlavnym autoantigénom anti-U3RNP je fibrilarin, 34kDa
protein, zloZzka U3-ribonukleoproteinového komplexu®©®).

Prevalencia antifibrilarinu je u pacientov s SSc 4 — 10 %©.
Anti-U3RNP protilatky st vSeobecne povazované za protilat-
ky Specifické pre SSc a vzdjomne sa vylucCuju s protilatka-
mi anti-CENP, anti-Scl70 a anti-RNAP, boli v§ak opisané aj
u pacientov s SLE, nediferencovanym ochorenim spojivové-
ho tkaniva (UCTD) a Raynaudovym syndrémom. Niektoré kli-
nické priznaky su ovplyvnené etnicitou. Belosi, Afroamerica-
nia a Japonci s anti-U3RNP trpia prevazne dcSSc, periférnou
vaskulopatiou, vredmi a gangrénou. U belochov a Afroame-
ricanov je v porovnani s Japoncami opisané CastejSie po-
stihnutie organov, IF, PHT ¢i renalna kriza a s nimi sivisiaca
horsia progndza. Pritomnost anti-U3RNP u pacientov s [cSSc
vyluCuje rozvoj PHT®),

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Chuchvalcovitd fluo-
rescencia jadierok v interfaze, bunky v mitéze vykazuju

perichromozomalnu fluorescenciu . Fluorescenény obraz
pri anti-U3RNP nie je jednoznacne odliSitelny od inych auto-
protilatok s podobnou fluorescenciou, preto je potrebné po-
tvrdenie imunos$pecifickym testom.

Autoprotilatky proti NOR90

Protilatky anti-NOR90 su namierené proti oblasti organiza-
cie jadierka (NOR), kde sa po mitéze formuju jadierka. Stu-
die preukazali, ze autoantigénom pre protilatku anti-NOR90
je transkripcny faktor RNA polymerdzy | viazuci sa proti sme-
ru transkripcie (hUBF)G#),

Anti-NOR90 nepatria medzi SSc Specifické protilatky, av-
Sak boli detegované u pacientov s ochoreniami spojivového
tkaniva ako Raynaudov syndrom, RA, SLE, SS a u pacientov
s malignitami. Coraz astejsie sa spomina asociacia medzi
protilatkami anti-NOR90 a IcSSc, miernou formou postihnu-
tia koZe a priaznivou prognézou @4,

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Zrnita fluorescencia jadie-
rok pocas interfazy. V chromatinovej oblasti mitotickej bun-
ky pozorované bodky, ktoré st povazované za oblast orga-
nizacie jadierka®. Fluorescencny obraz pri anti-NOR90 nie
je jednoznacne odlisitelny od inych autoprotilatok s podob-
nou fluorescenciou, preto je potrebné potvrdenie imunospe-
cifickym testom.

Autoprotilatky proti PM-Scl75, PM-Scl100

Autoantigén PM-Scl je makromolekulovy komplex 11 - 16
polypeptidov, z ktorych najdélezitejSie maju molekulovu
hmotnost 75kDa a 100kDa: anti-PM-Scl75, anti-PM-Scl100.
V bunkovom jadre sa zucastiuje na Stiepeni prekurzorovej
rRNA a v cytoplazme napomaha degradovat zrelG mRNA®9,

Zatial ¢o autoprotilatky proti CENP a Scl70 su typické pre
SSc, o autoprotilatkach proti PM-Scl75 a PM-Scl100 sa uva-
zuje ako o sérologickych markeroch pre overlap syndrom,
pricom PM-Scl75 by mohol poésobit ako hlavny cielovy anti-
gén pri dcSSc. Anti-PM-Scl protilatky sa najcastejSie vysky-
tuju u pacientov s prekryvajicim sa syndrémom PM a SSc
(31 %), vzacnejsie pri samotnej myozitide (8 — 11 %) alebo
SSc (2 %)('%19)., Pacienti s tymto typom autoprotilatok casto
trpia subakutnou myozitidou, Raynaudovym fenoménom
a sklerodermiou koze®. Dokaz tychto autoprotilatok je spo-
jeny s lepsou prognézou ochorenia™®.

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Homogénna fluorescen-
cia jadierok a sucasne slabsia, jemne zrnita fluorescencia
nukleoplazmy v interfaze, negativna fluorescencia chromati-
novej platnicky pocas mitdzy('¥. Fluorescenény obraz pri an-
ti-PM-Scl75, -100 nie je jednoznacne odlisitelny od inych au-
toprotilatok s podobnou fluorescenciou, preto je potrebné
potvrdenie imunos$pecifickym testom.

Autoprotilatky proti Ku

Anti-Ku protilatky boli opisané ako marker overlap syndré-
mu sklerodermie/PM, avS§ak zaznamenany bol aj ich vyskyt
pri inych autoimunitnych ochoreniach. Autoantigénom pre
anti-Ku je protein Ku s dvoma podjednotkami, viazuci DNA,
zUcCastnujuci sa na oprave dsDNA. Prevalencia anti-Ku proti-
latok u SSc pacientov je 1,5 — 16 %1617,

Anti-Ku je primarne detegované u SSc pacientov s over-
lap syndrémom. Vacsina pacientov ma typické priznaky ako
Raynaudov fenomén, sklerodermia koZe a obvykle aj IcSSc®.
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Anti-Ku sa zriedkavo vyskytuje aj u pacientov s SLE bez zna-
kov SSc, pricom dalSie autoprotilatky asociované s SLE, na-
pr. anti-dsDNA, su vzdy pozitivne. Menej ¢asto sa vyskytuje
postihnutie vnutornych organov, ktoré je vSak mierne, zatial
Co artritida je bezna. Anti-Ku protilatka je taktiez asociovana
s mensim poc¢tom vaskularnych prejavov, ako je napr. telea-
ngiektazia(®.

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Jemne zrnitd az Skvrni-
ta fluorescencia jadra v interfaze, chromozomalna oblast
pocas mitdzy je negativna. Anti-Ku mozno odli$it od inych
autoprotilatok na zdklade substratu opicej pecene, na kto-
rom vykazuje perinuklearnu az chumadcikovitu fluorescen-
ciu®. Vzhladom na to, Ze fluorescencny obraz anti-Ku nie je
vzdy jednoznacny, je potrebné potvrdenie imunospecifickym
testom.

Autoprotilatky proti PDGFR (platelet derived growth
factor - rastovy faktor odvodeny od trombocytov)
Anti-PDGFR patria medzi protilatky asociované s SSc a bo-
li detegované aj priinych ochoreniach: SLE, SS, RA a IF®. Jed-
nym z prvych prejavov v patogenéze SSc je mikrovaskulatér-
ne poskodenie a akumuldcia buniek exprimujucich receptor
PDGFR. Autoprotilatky anti-PDGFR hraju tlohu v patogenéze

HERMES

LabSystemz:a

%5 Agilent Technologies

L Autharised Disteiburtor

SSc, pretoze konvertuju normalne fibroblasty in vitro na bun-
ky podobné SSc, ktoré s schopné indukovat fibrézu in vivo.
Dalsie $tudie tychto protildtok mézu poméct v prevencii za-
vaznych komplikacii, ako su ulceracie, PHT a rendlna kriza,
ktoré su zodpovedné za podstatné skratenie ¢asu prezivania
a zhorsenie kvality Zivota®.

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Nie je opisany Specific-
ky fluorescenény obraz, preto jedind moznost dékazu an-
1i-PDGFR je imunospecificky test.

Zaver

Autoprotilatky detegované pri SSc su velmi Specifické
a asociované s roznymi klinickymi prejavmi pacienta. Ich pri-
tomnost by mala byt zvaZena pri monitorovani pacienta, sta-
noveni liecby a dalSej prognéze. Objasnenie Specificity SSc
protilatok a s nimi suvisiacich odlisnych klinickych prejavov
by mohlo napomoct lepsie pochopit patogenézu SSc. Vyz-
nam autoprotilatok pri SSc ochoreni je stale pomerne nejas-
ny, aj ked ¢oraz viac $tudii nasvedcuje tomu, zZe tieto protilat-
ky nie su len diagnostickymi markermi ochorenia, ale taktiez
vedia predpovedat vyvoj ochorenia ¢&i pripadné postihnutie
organov.
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Neinvazivne markery pecenovej fibrozy

MUDr. Eva Durovcova, PhD., MUDr. Lenka Oravcova
Medirex, a. s., KoSice

Potvrdenie pritomnosti a stupna fibrézy je dolezitou stiCastou posudzovania zavaznosti ochorenia u pacientov
s chronickymi hepatopatiami. Biopsia pecene je zlatym Standardom na ur€enie rozsahu fibrézy a zapalového po-
stihnutia, ma vSak svoje obmedzenia, ako je napr. chyba pri odbere vzorky a variabilita v hodnoteni. V uplynulych
desatrociach boli validované viaceré neinvazivne metody, t. j. sérové biomarkery a zobrazovacie metddy, ktoré
preukazali porovnatelni prediktivhu hodnotu pri potvrdeni alebo vyltéeni zavaznej fibrézy alebo cirhézy, pricom
ich prediktivha schopnost je nizsia pri klasifikacii pociatoénych a miernych stupriov fibrézy. Kombinéacia neinva-
zivnych testov mo6ze byt uzitocna pri identifikacii pacientov, ktori vyzaduju antiviroticku liecbu a tiez pri monito-
rovani antifibrotickej liecby bez potreby biopsie.

Klacové slova: chronické ochorenia pecene, fibrogenéza, neinvazivne biomarkery, skérovacie systémy

Non-invasive markers of liver fibrosis

Determining the presence and degree of fibrosis is an important step in the assessment of disease severity
in patients with the chronic liver disease. Liver biopsy has been the gold standard for estimating the extent of fi-
brosis and inflammation, although the procedure has some limitations such as sampling error and variability
in interpretation. Non-invasive tests, e. g. serum biomarkers and imagine-based tests have been validated dur-
ing the past decades and have been shown to be equally predictive in ruling out fibrosis or ruling in advanced
fibrosis or cirrhosis, with more limited predictive ability when classifying intermediate stages. Using a combi-
nation of serum markers and imaging tests can help identify patients who require antiviral treatment sooner

and also in the monitoring of antifibrotic therapy without the need for biopsy.
Keywords: chronic liver disease, fibrogenesis, non-invasive biomarkers, scoring systems

Newslab, 2017; roc. 8 (2): 100 — 104

Uvod

Vyskyt chronickych ochoreni pecene (COP) v dnesnej mo-
dernej dobe narasta a celosvetovo predstavuju poprednu pri-
&inu mortality. Specifické postavenie pecene v centre me-
tabolickych funkcii organizmu a unikatne krvné zasobenie
predisponuju tento organ na viacnasobné potencionalne rizi-
ko poskodenia. Pecen je atakovana virusmi, toxinmi (alkohol,
lieky, drogy) a nasim nezdravym a rychlym Zivotnym Stylom,
ktory zahfna fyzicku inaktivitu, nadbytocny prijem kalorii, ne-
zdravy fastfood alebo prechemizované potraviny. Nie je pre-
kvapenim, ze najcastejsimi pricinami COP su virusové hepa-
titidy typu C a B (VHC, VHB), nealkoholova tukova choroba
pecene (NAFLD) a alkoholova choroba pecene (ALD). Kym
mortalita na kardiovaskularne, onkologické a respiracné cho-
roby vykazuje stabilizovany, az mierne klesajuci trend, morta-
lita na COP narasta.

V suUcCasnosti je takmer 30 milibnov obyvatelov Eurépy
postihnutych roznymi formami COP. Virusom hepatitidy C je
v europskych krajinach infikovanych 19 miliénov z celkového
poctu 750 milidnov obyvatelov, pricom prevalencia infekcie
v jednotlivych krajinach kolise medzi 0,15 - 3,26 %. Preva-
lencia NAFLD, najcastejsej hepatopatie v eurépskej popula-
cii, koliSe v dospelej populacii medzi 4 — 49,6 % a u pacien-
tov s diabetom 2. typu medzi 42,6 - 69,5 %®@9.

Sucastou strukturalnych a funkénych zmien pri chronic-
kych ochoreniach pecene je fibréza, ktora priamo koreluje
s rizikom vzniku cirhdzy a jej komplikacii (portalna hyper-
tenzia, hepatocelularny karciném). Stupen fibrézy predsta-
vuje najvyznamnejsi prognosticky faktor COP. Manazment

pacientov s COP zahffia potvrdenie a staging fibrézy, ktory
identifikuje jedincov so zvySenym rizikom progresie do cirh6-
zy, a tiez grading fibrézy, ktory posudi stupen zdpalovej alebo
metabolickej odpovede a v pripade VHC predikuje pravdepo-
dobnost dosiahnutia trvalej liecebnej odpovede na antiviro-
ticku liecbu®.

Fibrogenéza

Pecenovu fibrézu mozno definovat ako Strukturalnu pre-
stavbu tkaniva s nadmernym ukladanim vazivovej hmoty. Fy-
ziologickou reakciou na nekrézu i apopt6ézu hepatocytov je
aktivacia zapalovej kaskady a nasledne fibrogenézy. Tento
proces zahfiia ukladanie extracelularnej hmoty (ECM), ktora
vedie k oprave a regeneracii, ak je vyvazena fibrolyzou. Fibro-
genéza aj fibrolyza su indukované a udrziavané posobenim
viacerych typov pecenovych buniek, ktoré sa aktivuju rézny-
mi vyvoldvajlcimi pri¢inami (obrazok 1).

Klicové postavenie medzi Specializovanymi bunkami
pecenovej fibrogenézy maju hviezdicovité bunky, nazyva-
né aj perisinusoiddlne lipocyty alebo Itove bunky, ktoré su
schopné premeny na myofibroblasty. K aktivacii a prolife-
racii hviezdicovitych buniek prispieva cela plejada profibro-
génnych a promitogénnych faktorov uvolfiovanych z inych
typov buniek, napr. hepatocytov (IL-33), Kupferovych buniek
(TGF-B, TGF-a - transforming growth factor-B, a), trombo-
cytov (PDGF - platelet-derived growth factor, TGF-B), en-
dotelovych sinusoidalnych buniek (endotelin), monocytov
a dalsich prevazne zapalovych buniek (CTGF — connective
tissue derived growth factor, INF-y, IL1-B, CD163).
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Extracelularna hmota pozostava z 2 typov makromolekul:
a. kolagénov typu |, lll, V a VI a b. nekolagénovych molekul:
glykoproteinov (fibronektin, laminin, tenascin), proteoglyka-
nov a glykozaminoglykanov (kyselina hyalurénova, chondro-
itinsulfat, dermatansulfat). Pocas fibrogenézy pribuda v pe-
ceni kolagén typu |, ktorého podiel sa zvySujeazna 60 - 70 %
celkového kolagénu, kym v zdravej peceni su kolagény | a lll
zastupené v pomere 1: 1.

Rozvoj pecenovej fibrézy je vysledkom nerovnovahy me-
dzi zvySenou tvorbou ECM a jej znizenym odburavanim. Na
odburavani ECM sa zUcCastiuju tkanivové enzymy, metalo-
proteinazy (MMP), ktorych funkciu moduluju viaceré tka-
nivové inhibitory (TIMP-1, -3)®. V situécii, ked' fibrogenéza
prevazuje nad fibrolyzou, napr. pri pretrvavani etiologického
faktora, prejavi sa patologickym zmnozenim vazivového tka-
niva, vaskularnymi aj noduldrnymi regenerativnymi zmena-
mi, vedicimi k poruche Struktury a nasledne funkcie pecene.

Diagnostika fibrézy

Pecenova biopsia ostava historicky zlatym Standardom
v urCovani tzv. stagingu a gradingu pecefiového ochorenia
virusovej aj nevirusovej etiolégie. V prvom pripade sa hod-
noti stupen zapalu a nekrézy hepatocytov, v druhom stupen
Zjazvenia, t. j. rozsah periportalnej fibrézy az cirhdzy. Z mno-
hych histologickych stupnic na hodnotenie fibrézy pe¢ene sa
najcastejSie pouziva skérovaci systém Ishak a Metavir, oba
vyvinuté pre virusové hepatitidy (tabulka 1).

Nevyhodou biopsie je jej invazivita, subjektivita pri hodno-
teni nélezu, bolestivost, emoc¢na zataz u pacienta (strach),
zriedkavo aj krvacavé komplikacie. Pri¢inou velkych intra-
a interindividualnych rozdielov v hodnoteni (az do 38 %) je

Obrazok 1. Schéma hepatainej fibrogenézy zahrnajica zucast-
nené bunky, aktivacné a regulacné pdsobky a priame aj nepriame
biomarkery fibrézy (podla Liu, 2012)
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Tabulka 1. Hodnotenie pecenovej fibrézy

najcastejSie nedostatocna velkost vzorky, jej nehomogenita
a miesto odberu. V snahe optimalizovat vyznam pecerio-
vej biopsie pri hodnoteni fibrézy su navrhnuté odporicania
tykajtce sa dizky (> 15 mm s minimalne 5 portobiliarnymi
priestormi), priemeru vySetrovanej vzorky (> 16 nm), pouzi-
tia vhodného skérovacieho systému a erudovanosti hodno-
tiaceho patoléga®.

U pacientov s NAFLD sa navySe vzhladom na vysoky vy-
skyt steatdzy s nizkym rizikom progresie do cirhdzy biopsia
pecene nepovazuje za vhodny test prvej volby®.

Sérové a zobrazovacie neinvazivne markery

V poslednych dvoch desatrociach sa intenzivne skima-
li neinvazivne metddy hodnotenia pecenovej fibrozy a cirho-
zy najma s ohladom na rizikd, obmedzenia a kontraindika-
cie pecCenovej biopsie. Ich diagnostickl efektivitu vyjadruje
vypocitana hodnota plochy pod operacnou krivkou AUROC
(Area Under the Receiver Operating characteristic Curve),
ktora sa vztahuje k referencnému $tandardu — biopsii pece-
ne. Skimany diagnosticky test ¢i metdda sa vo vSeobecnos-
ti hodnoti ako dobry, ak hodnota AUROC dosahuje viac ako
80 % a ako excelentny, ak AUROC je viac ako 90 %.

Neinvazivne metédy hodnotenia pecenovej fibrézy sa de-
lia na dve skupiny: 1. kvantitativhe stanovované sérové bio-
markery, ktoré viac alebo menej odrazaju zmeny v pecenia 2.
meranie tuhosti pecene (elastografia), ktora odraza fyzikalne
vlastnosti pec¢enového tkaniva zmeneného fibrézou.

Sérové biomarkery
Viaceré biomarkery boli identifikované ako vhodné indi-

katory pedefiovej fibrézy. Ziaden z nich nespliiia kritéria na

idealny biomarker, ale ich diagnostickd hodnota sa vyrazne
zvySuje, ak su pouzité v kombindciach. Sérové markery pe-
cenovej fibrézy mozno rozdelit do dvoch zékladnych skupin:

Nepriame markery — prevazne Siroko dostupné tzv. hepa-
talne testy, ktoré len nepriamo odrazaju produkciu a kvanti-
tu vaziva v peceni a ich koncentracie v krvi sa menia sekun-
darne v dosledku zmien Struktury pecene Ci sleziny a narastu
portalneho tlaku:

- tradi¢né ,pecenové” enzymy odrazajlice poruchu integri-
ty az nekrézu hepatocytov (AST, ALT) alebo cholestazu
(GMT, ALP);

— markery odrazajuce sekundarny hypersplenizmus ale-
bo znizenu syntézu koagulacnych faktorov (trombocyty,
protrombinovy ¢as, INR - International Normalized Ratio);

— proteiny syntetizované alebo degradované pecenou
(a2-makroglobulin, albumin, feritin, imunoglobuliny);

— zdapalové cytokiny, o ktorych je zndme, ze pochdadzaju z he-
patocytov alebo aktivovanych zapalovych buniek v peceni
(IL-6, TNF-a a pod.)

mm Hodnotene fibrézy

0 ziadna Dobra stredno-aj dlhodoba prognéza

1 1 nizky stupefi . ; ] AR, S . -

2 2 mierna fibroza Dobré strednodobd progndza, velmi malé riziko vzniku cirhézy alebo jej dekompenzécie do 5 rokov

3

2 3 pokro¢ila fibréza Riziko cirhézy alebo jej dekompenzécie do 5 rokov vyrazne zvySené

5

6 4 cirhéza Riziko vyskytu paZerakovych varixov a hepatocelularneho karcinému (1 - 4 % ro¢ne)
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Priame markery — pochadzaju priamo z procesu fibroge-
nézy a v krvi sa zvysSuju v désledku ich zvySeného vychytava-
nia v hepatdlnych sinusoidoch. V klinickej praxi sa doposial
najviac Studovali nasledujuce (prehlad v 7):

N-terminalny peptid prokolagénu typu Il (PIlIINP) - je
markerom fibrogenézy. Odstepuje sa enzymaticky z moleku-
ly prokolagénu Il pred jeho integraciou do ECM. Nevyhodou
markera je jeho nizka $pecifickost pre pecen a mozna inter-
ferencia fibrozy iného pévodu (plica, oblicky, ¢revo a pod.)

Kyselina hyalurénova (HA) — glykozaminoglykdn pritom-
ny v ECM, je rovnako priamym markerom fibrogenézy. V stu-
diach s réznymi typmi COP, avSak najma pri chronickej VHC
a NAFLD, bola potvrdena jej schopnost detegovat pokrocilu
fibrozu, cirhdzu a tiez poklesom reagovat na Gspesnd liecbu
pacientov s VHC.

Metaloproteinazy (MMP-1, -2, -9) — 3 enzymy typu kola-
genaz a gelatindz, ktoré sa priamo zuc¢astnuju na degrada-
cii ECM. Ich koncentracia v krvi nepriamo koreluje so zavaz-
nostou fibrézy aj nekrozy pecene. V klinickej praxi sa velmi
neosvedcili.

Tkanivovy inhibitor metaloproteinazy-1 (TIMP-1) - je-
den z viacerych tkanivovych proteinoy, ktorych koncentracia
v krvi odraza intenzitu fibrogenézy. Zvysené hodnoty TIMP-1
boli opakovane referované v réznych stadiach fibrézy najma
u pacientov s chronickou VHC.

Cytokiny a chemokiny priamo viazané na proces fibrézy
pecene boli Studované najma vo vztahu k progresii ochore-
nia. TGF-B je najdolezitejSim stimulatorom ukladania ECM.
TGF-a podporuje proliferaciu pecenovych hviezdicovitych bu-
niek a PDGF sa zdd najucinnejSim mitogénom hviezdicovi-
tych buniek in vitro. VSetky posobky preukdazali korelaciu so
stupriom fibrézy a/alebo zapalu.

Nevyhodou v§etkych spomenutych priamych markerov je
ich nizka organova Specifickost pre pecen a mozna interfe-
rencia fibrézy iného pévodu (pltca, ¢revo a pod.) Biochemic-
ké markery pecenovej fibrézy boli v pocetnych studiach vali-
dované najma pre pacientov s chronickou VHC, VHB, NAFLD,
v mensej miere pre iné chronické ochorenia pecene, napr. al-
koholovu chorobu pec¢ene a len ojedinele pre zriedkavé auto-
imunitné alebo metabolické peCernové ochorenia.

Boli vypracované mnohé matematické modely zalozené
na kombindciach priamych a nepriamych sérovych marke-
rov, pripadne na kombindcii sérovych markerov a zobrazova-
cich elastografii, ktoré sa réznou mierou stali su¢astou rutin-
nej praxe v hepatoldgii (tabulka 2). Mnohé vzorce na vypocet
skdre su patentované (FibroTest, Hepascore, FibroMeter),
iné s nepatentované (napr. APRI, Fornosov index, FIB-4).
Tieto rozhodovacie algoritmy umoznili neinvazivnym sposo-
bom kategorizovat viac ako 90 % pacientov do kategérii niz-
kej, stredne zavaznej a zavaznej fibrozy. Treba zdo6raznit, ze
vacsina biomarkerov opisanych v literatire ma schopnost
predikovat pokrocilu fibrézu (> 2 Ishak alebo > 2 Metavir),
ale v porovnani s pecenovou biopsiou neodliSi dostatoCne
presne pociato¢né stadia fibrézy a zdravu pecen.

U pacientov s NAFLD malo najvacsiu diagnosticku efekti-
vitu pouzitie modifikovaného FibroMeter testu alebo NAFLD
skore pocitaného pomocou online kalkulatora, FIB-4 alebo
APRI index mali nizsiu senzitivnosta $pecifickost®. Najviac
udajov o validacii sérovych biomarkerov pecenovej fibrézy je
u pacientov s chronickou VHC. Slovenski autori tiez prispe-
li k vytvoreniu vlastného skérovacieho systému NSF (neinva-
zivne skore fibrozy), ktory bol validovany na 104 pacientoch
s VHC pred planovanou liecbou?.

Tabulka 2. Diagnosticka efektivita vybranych neinvazivnych skérovacich systémov vo vztahu k peceriovej fibréze (volne podla Falla-

tah, 2014)

SN/SP %

Parametre pre vypocet skére

Cutoff pre fibrézu (= F2)

Typy COP

AST, trombocyty >2,0 VHC 0,564 - 0,87 | 88/74
APRI VHB
NAFLD 89/84
NAFLD skére vek, BMI, DM/PGT, ALT, AST, trombocyty albumin NAFLD 0,825-0,89 | 77/73
vek, AST, ALT, trombocyty > 3,25: cirhéza VHC 0,785-0,86 | 74/80
FIB-4 <1,25: vyluéuje fibrézu VHB 080-085 | 67/71
NAFLD 84/90
Fibrotest/Fibrosure bilirubin, haptoglobin, a2-makroglobulin, GMT, apoproteinA, | > 0,6: vyznamna fibréza VH&F\KBB 0,72 - 0,87 2];&8381
modifikacie pre VHC, ALD 089 92
NAFLD, ALD ’ /91
’ 0,80 - 0,83
NSF a2-makroglobulin, AST, ALT, ALP, Tr, feritin, inzulin, vek, > 0: vysoké riziko fibrézy VHC 0,895 87/92
trombocyty, INR, AST, GMT, a2-makroglobulin, HA, urea, vek | > 0,54 VHC 0,88 - 0,96 81/84
Fibrometer VHB NAFLD
ALD 0,81 92/93
HA, PIIINR, TIMP-1, vek > 9,8: pokrocila fibréza VHC,VHB | 0,77 - 0,98 86/75
ELF 7.7 - 9,8: mierna fibr6za | NAFLD ALD 0,99 94/93
93/100
Fibrospect HA, TIMP-1, a2-makroglobulin, > 0,42: predikuje fibrézu VHC 0,77 -0,831 | 80/71
Bilirubin, a2-makroglobulin, HA, GMT, vek > 0.50: vyznamna fibréza VHC 0,
Hepascore > 0.84: cirhdza VHB
ALD
Fornsov index trombocyty, GMT, cholesterol, vek >6,9 VHC 0,90-0,96 | 94/51
Vysvetlivky: DM - diabetes mellitus; PGT — porucha glukézovej tolerancie
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Medzi skérovacie systémy zaloZzené na merani priamych
biomarkerov, presadzované v sicasnosti, patri tzv. ELF (En-
hanced Liver Fibrosis) test, ktory je suc¢astou NICE odpo-
racani pre manazment COP vo Velkej Britanii a v praxi po-
uzivany tiez v Australiil". Test je zaloZeny na vypocte ELF
skére z meranych sérovych markerov syntézy a odburava-
nia extracelularnej hmoty — kyseliny hyalurénovej, PIIINP
a TIMP-1. Podobne ako mnohé dalSie modely vypocet ELF
skore zohladnuje vek a pohlavie pacienta. Viaceré Stidie
deklarovali schopnost ELF skoére rozlisit zavaznu, miernu
a ziadnu fibrézu pec¢ene (AUROC 0,90 - 0,82 - 0,76) a pre-
dikovat komplikacie COP('2"3), Neinvazivny ELF test bol po-
uzity aj v nedavnej studii Tanwara a kol. na monitorovanie
24-mesacnej antivirotickej lieCby u pacientov s chronickou
VHC (pred liecbou, po 12 a 24 mesiacoch), ktori podstupi-
li aj biopsiu peCene na zaciatku a na konci sledovaného ob-
dobia(®. Absolutne zmeny hodn6t ELF skdre po 12 mesia-
coch signifikantne korelovali so zmenami ELF aj histolégie
po 24 mesiacoch. Vysledky tejto Studie naznacujuq, ze zme-
ny sérovych biomarkerov predikuju vyvoj pecenovej fibrézy
Gcinkom lieCby v zmysle jej regresie (AUROC 0,81 — 0,84) aj
progresie (AUROC 0,86 — 0,91). Porovnanie priamych a ne-
priamych sérovych biomarkerov ukazalo, ze ich diagnostic-
ka efektivita pri predikcii fibrézy pecene je porovnatelnd, av-
Sak néklady, a tym aj dostupnost priamych biomarkerov su
ovela vyssie(519 Vo vacsine eurépskych krajin nie st priame
markery fibrézy hradené zo zdravotného poistenia, preto su
skusenosti s ich vyuzitim v rutinnej klinickej praxi minimalne.

Zobrazovacie metody na postdenie fibrézy

Tranzientna ultrazvukova elastografia (TE) je neinvaziv-
na metdéda merania tuhosti peCenového tkaniva, ktora sa zvy-
Suje so zéavaznostou fibrdzy aj so stupajicou vaskularnou
rezistenciou a portalnym venéznym tlakom. Metdda vyziva
vysokofrekvencny ultrazvuk (MHz) a sondu, ktord generuje
a emituje do pecene nizkofrekvenéné vibracie (50 Hz). Rych-
lost Sirenia tychto vibracii je priamoumerna tuhosti tkaniva,
ktoré je vyjadrena v kilopascaloch (kPa). Senzitivnost a Spe-
cifickost TE je vysoka u pacientov s cirhdzou (az do 90 %), av-
Sak u pacientov so stredne zavaznou az pokrocilou fibrézou
(F2 - F4) TE dosahuje len 70 % senzitivitu a 80 % Specificitu.
Cut-off hodnoty TE na potvrdenie cirh6zy u pacientov s chro-
nickou VHC kolisu v rozmedzi 11 — 17 kPa(7.1®,

Modernou metddou na stanovenie elastickych vlastnos-
ti peCenového parenchymu je aj magneticka rezonancia vo

Tabulka 3. Porovnanie neinvazivnych markerov fibrézy pecene

forme tzv. MR elastografie. Podobne ako TE metdda vyuzi-
va mechanické vibracie s frekvenciou 40 — 90 Hz, generova-
né pomocou zdroja nizkofrekvenénych vin. Po prechode pe-
Cenou tieto viny sposobuju pohyby Castic a druhotné vinenie,
ktoré je zachytavané Specidlnymi MR technikami a softvé-
rom na generovanie MRE obrazov vznikaju MRE elastogra-
my. Senzitivita MRE pre stadia fibrézy F2 az F4 podla Meta-
viru bola 98 %, 95 % a 100 %('.

Porovnanie neinvazivnych markerov fibrézy pecene

Priame a nepriame sérové biomarkery boli porovnavané
navzajom aj vo vztahu k TE v desiatkach studii. Metaanalyza
Hounota a kol. (2016) 71 studii z obdobia 2001 — 2014 sys-
tematicky preskimala pomocou matematicko-Statistickych
metdd priame porovnania Styroch najCastejsie pouzivanych
a diskutovanych neinvazivnych metéd u pacientov s chronic-
kou VHC a VHB, a to FibroTest, APRI a FIB-4 skére a tran-
zientnu elastografiu®. Ich analyza potvrdila lepsiu diagnos-
tickl efektivitu FibroTestu v porovnani s APRI, FIB-4 a TE pri
diagndze zavaznej fibrézy, kym pri diagnéze cirhdzy sa testy
nelisili. Toto zistenie mozno zov§eobecnit pre vac¢sinu kom-
plexnych skérovacich systémov zalozenych na priamych
biomarkeroch alebo kombinacii priamych a nepriamych sé-
rovych biomarkerov. Obe skupiny neinvazivnych metéd na
diagnézu pecenovej fibrézy maju svoje vyhody aj nevyhody
(tabulka 3), ich klinicka vyuzitelnost zavisi vo vacsine krajin
od ich dostupnosti a ceny.

Zaver

Klinici maju k dispozicii dve neinvazivne alternativy na
identifikaciu zavaznej fibrozy alebo cirhdzy pecene. Vyset-
renie elasticity peCene najcastejSie pomocou ultrazvukove;j
TE je rychle, bezpecné a relativne dostupné. Sérové biomar-
kery sa pouzivaju najma v réznych kombindaciach na vypo-
Cet rozhodovacieho skoére alebo cut-off hodnoty, ktord v da-
nom skérovacom systéme sluzi na vylucenie alebo predikciu
fibrozy®. Dostupnost dostatocne citlivych a Specifickych sé-
rovych biomarkerov umoznuje skrining a monitorovanie za-
vazného ochorenia pecene vo velkych skupinach pacientov
a posudenie skuto¢ného rozsahu COP v beznej populécii.
Neinvazivne markery pecenovej fibrézy maju svoje miesto
pri urCovani Stadia fibrézy u pacientov bez jasnej indikacie
biopsie, u pacientov s chronickymi hepatitidami vyzaduju-
cimi dlhodobé monitorovanie progresie fibrézy, u pacientov
s autoimunitnymi hepatitidami, ktori vyzaduju monitorovanie

Vjhody Nevyhody

Neinvazivita
Automatizacia
Nie je nutnd hospitalizacia
Reprodukovatelnost
Vysoka uroven validacie
Moznostopakovanych vysetreni

Sérové biomarkery

NeSpecifické pre pecen
Z1é rozlisenie v nizkych §tadiach fibrozy
Nizka dostupnost priamych markerov klinickych laboratériach
Interferencie (zépal, hemolyza, Gilbertov syndrém)

Neinvazivita
Nie je nutna hospitalizacia
Reprodukovatelnost
Vysoka uroven validacie

Tranzientna elastografia

Viazané na USG vybavenie
Obmedzenia u pacientov s obezitou, Uzkymi interkostalnymi priestormi,
ascitom, zapalom
Z1é rozlisenie v nizkych §tadiach fibrozy

Dostupna na Standardnych MRI zariadeniach
VySetri celt pecen

MR elastografia €
SN a SP podobna s TE

Vysokd cena
Limitacie u stavov s pretazenim Zelezom
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dlhodobej imunosupresivnej lie¢by. Vyvoj novych lieCiv pre
vybrané typy pecenovych ochoreni, napr. chronickej VHC,
VHB a NAFLD rovnako zvySuje potrebu ¢astejSieho poside-
nia fibrézy v rdmci monitorovania efektu lieCby. Neinvazivne
markery mozu byt pouzité aj na monitorovanie antifibrotickej
lieCby, pretoze koreluju s histologickym nalezom pacientov
a umoznuju véasnu identifikaciu pacientov, ktori mézu profi-
tovat z dlhodobej liecby.
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Anaerobne infekcie makkych tkaniv

MUDr. Eva Csolleyova, MUDr. Stefan Jacak, MUDr. Monika Czirfuszova, PhD.
Medirex, a. s., Galanta, Medirex, a. s., Komarno

Anaerdbne infekcie st vyvolané baktériami, ktoré sa nedokazu mnozit v pritomnosti kyslika. R6zna miera tole-
rancie az intolerancia pritomnosti kyslika je limitujicim faktorom ich rastu a prezitia v biologickych materidloch
odobratych na laboratérne analyzy. Anaerébne infekcie postihujui obe pohlavia. Vyskytuju sa v kazdom veku, nie-
ktoré su typické pre ranny vek (neonatalne infekcie), iné pre starsiu populaciu s ¢astejsimi predisponujicimi fak-
tormi. Vyskyt ochoreni, ktoré sposobuju, suvisi aj s uroviiou poskytovanej zdravotnej starostlivosti, irazmi a voj-
novymi poraneniami. Anaerébne baktérie sa podiel'aju na rozvoji roznych zapalovych ochoreni, a to ako izolované
bakterialne agensy, alebo Castejsie ako sucast zmiesanej bakterialnej flory.
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Anaerobic infections of soft tissues

Anaerobic infections are caused by bacteria that are not able to proliferate in the presence of oxygen. The differ-
ent rate of tolerance till intolerance to oxygen is the limiting factor of growth and survival in biological samples
taken for laboratory analyses. Anaerobic infections affect both genders. They occur at any age. Some are typi-
cal for early age (neonatal infections), others for the elderly population with more frequent predisposing factors.
The incidence of diseases caused by them is also related to the level of provided health care, accidents and war
injuries. Anaerobic bacteria are involved in the development of various inflammatory diseases, either as isolat-

ed bacterial agents or more frequently as part of a mixed bacterial flora.
Keywords: anaerobic bacteria, infections of soft tissues, risk factors, laboratory diagnostics, therapy
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Povodcovia ochorenia

Anaerdbne baktérie su rozsirené v prirode. Vac¢sinaich ro-
dov tvori stucast mikroflory l'udského tela™. Niektoré z nich
hraju dolezitd dlohu aj vo fyzioldgii hostitela®.

Majt tieto spolo¢né viastnosti:

1. nemaju enzymy oxidativneho metabolizmu (katalazy, pe-
roxidazy a superoxid — dismutazy), preto nie st schopné
vpravit molekularny kyslik do svojich biosyntéz. Bunky nie
su poskodzované molekulami kyslika priamo, letalny Uci-
nok na bakterialnu bunku maju vysokoreaktivne latky, kto-
ré vznikaju v priebehu respiracie, napr. peroxid vodika, su-
peroxidy®.

2. na rozmnozovanie vyzaduju nizke hodnoty oxidac¢no-
redukéného potencidlu (chybajui im enzymy schopné za-
viest do oxidacno-redukénych dejov latkovej premeny kys-
lik). Na oxida¢no-reduk¢né pochody vyuzivaju proteiny,
ktoré prendsaju elektrony®.

3. latkova premena pri anaeréboch neprebieha tak vydatne
a prijaté latky nevyuzivaju tak hospodarne ako aerébne
mikroorganizmy. Anaerdbne baktérie nemaju schopnost
syntetizovat aminokyseliny, preto ich mnozenie je pomal-
Sie ako pri aerébnych baktériach™.

4. konecné splodiny ich latkovej premeny nie su rozlozené.
Do prostredia sa uvoltuju zapachajuce produkty (kyselina
mlie¢na, maslova, sirovodik, etanol, atd").

Z taxonomického hladiska tvoria anaerdby réznorodu
skupinu mikroorganizmov, ktord zahrnuje grampozitivne

i gramnegativne baktérie rozneho tvaru. Anaerébne mikroor-
ganizmy delime na nesporulujtce a sporulujice*%, Gram-
negativne nesporulujice baktérie zahrriujuce rody Bacteroi-
des, Prevotella, Porphyromonas a Fusobacterium sposobuju
az 43 % vSetkych anaerdébnych infekcii. Baktérie zo skupiny
Bacteroides fragilis group (B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B.
distasonis, B. vulgatus, B. ovatus atd') st primarnymi vyvola-
vatelmi intraabdomindlnych abscesov a spolu s inymi druh-
mi aerébnych patogénnych baktérii sa podielaju na vzniku
a progresii infekcii dolnych konc¢atin u dlhodobo hospitali-
zovanych pacientov. Do druhej skupiny spdsobujucej poly-
mikrobidlne infekcie patria grampozitivne anaerébne koky,
ktoré su stcastou beznej sliznicnej a koznej flory. Su izolo-
vané pri zmieSanych anaerébnych infekcidch. Patogénna ak-
tivita grampozitivnych nesporulujicich anaerébnych paliciek
sa prejavuje pri zmieSanych endogénnych anaerébnych in-
fekciach. Aktinomycéty su pévodcami ochorenia, ktoré sa
podstatne |iSi od ochoreni spdsobenych inymi nesporuluju-
cimi anaerébmi. Organizmus na ich pritomnost v tkanivach
reaguje leukocytarnou infiltradciou a hyperprodukciou vazi-
vaG®. Sporulujice anaerébne baktérie tvoria velmi odol-
né spéry. Tvorba rezistentnych spér je mechanizmom, kto-
ry baktérie ziskali v evollcii, aby mohli prezit. Vo vhodnom
prostredi rychlo vykliCia a davaju vznik novym vegetativnym
bunkdm. Hlavnym prostredim, odkial' pochadzaju, je poda,
prach a ¢revny trakt. Infekcie, ktoré sposobuju, su Casté po
urazoch pri dopravnej nehode alebo v pofnohospodarstve.
Vyskytuju sa aj ako endogénna infekcia pri operaciach na tra-
viacom trakte, perforacii alebo ulceracii Creva.
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Patogenéza

Faktory virulencie anaerébnych baktérii si rozmanité.
Okrem puzdra, ktoré ich chrani pred opsonizaciou a fago-
cytdézou, maju dalSie dblezité faktory virulencie a patogeni-
ty®@. Exotoxiny enzymatickej a neenzymatickej povahy rozkla-
daju organické latky vo svojom okoli, ktorymi si zabezpecuji
Ziviny a stavebné latky pre rast™. Baktérie tvoria proteoly-
tické enzymy a faktory podporujice koagulaciu a prienik do
tkaniv: protedza, hyaluronidaza, heparindza, kolagendaza, leci-
tindza, neuraminidaza, fibrinolyzin a faktory adherencie. Pri-
I'nutie na epitelové bunky je prvou podmienkou na uplatne-
nie ich patogénneho Gc¢inku™. Niektoré exotoxiny st schopné
vyvolat imunitni odpoved tvorbou antitoxinov. Produktmi
metabolizmu (ako je sérotonin, histamin, edémovy faktor)
napadaju bielkoviny v loZisku. Prchavé mastné kyseliny, bio-
logicky U¢inné aminy a rézne plyny svojim tlakom zhorsu-
ju krvné zasobenie loziska. Produkovany sirovodik a ¢pavok
drazdia tkanivo®. Endotoxin — toxicky lipopolysacharidovy
komplex v stene gramnegativnych paliCiek vyvoldva endo-
toxinovy $ok®”). Tieto infekcie su Casto zmiesané, sposobe-
né anaerébnymi, mikroaerofilnymi, fakultativne anaerébnymi
a aerébnymi baktériami. Ich vzdjomna kooperdcia je oxido-
redukénej a metabolickej povahy a je zaloZzend na principe,
Ze aerdbne baktérie spotrebuju v uzavretom priestore volny
kyslik®. Anaerébne infekcie su obvykle spdsobené endogén-
nymi anaerébnymi baktériami — nastupuju sekundarne, pri
poruseni ekologickej rovnovahy fyziologickej fléry alebo pri
preniku do miest, kde sa prirodzene nevyskytuju. Tieto infek-
cie vyvoldvaju aj exogénne anaerébne baktérie — kontami-
naciou ran pri rozsiahlych poraneniach znecistenych pédou
obsahujucou napr. spoéry klostridii®. V rane je devitalizova-
né tkanivo idealnym prostredim na rozvoj bakterialnej infek-
cie a je aj prekazkou procesu hojenia. Znizenie dostupnosti
kyslika ma vplyv na tvorbu kolagénu, angiogenézu a epiteli-
zaciu®.0krem kontaminacie rany je pre manifestaciu ocho-
renia potrebny vyskyt lokalnych predispozi¢nych faktorov.
Prirodzena ochrana proti anaerébom je nedostato¢na. Bun-
kova imunita i prirodzené ochranné mechanizmy su bloko-
vané nedostato¢nym cievnym zasobenim. Polymorfonukle-
arne leukocyty nemaiju dost kyslika pre oxidativne vzplanutie,
ktory je ich zakladnym mechanizmom zabijania. Zlozky hu-
moralnej imunity (komplement, protilatky) prenikajui do malo
prekrvenych tkaniv len obmedzene®.

Faktory vzniku anaerébnych infekcii

Invazivita anaerébov je vSeobecne mala. Anaerébne in-
fekcie neprebiehaji epidemicky. Hodnotime ich u kazdé-
ho jedinca zvlast. Pritomnost virulentnej anaerébnej bakté-
rie eSte neznamens3, Ze ide o infekciu®. Pri rozvoji klinickych
priznakov ochorenia nehra ulohu len mnozstvo, ale i druh
mikroorganizmu®?). Pre striktné anaeréby sa mézu vytvorit
vhodné podmienky v poskodenych tkanivach s nedostatoc-
nym krvnym zdsobenim alebo za spolutcasti fakultativnych
anaerdbov a aerébov, ktoré odcerpavaju kyslik™. Zakladnym
faktorom, ktory vedie k anaerébnej infekcii, je nedostatoc-
ne prekrvené tkanivo, ked' tenzia kyslika v tkanivach klesa
pod fyziologicku hranicu. Sposobuju to procesy v organizme,
ktoré vedu k naruseniu krvného zasobovania tkaniv (pora-
nenie tepien, aterosklerdza, diabetické angiopatie, Buerge-
rova choroba, embdlie, hlboka Zilova trombdza a dalsie).

K anaerdbnej infekcii najviac inklinuje rana s poskodenou
velkou cievou. Krv z anastomdz nestaci saturovat sval kysli-
kom. Nasledna ischémia zvysuje reflektoricky lokalny spaz-
mus a prestupom proteinov z kapilar do okolitého tkaniva sa
zvySuje tenzia v poSkodenom svale. Cievy sa nadalej stla-
¢aju a hypoxia sa zvysuje©'2. Dalsim faktorom je znizena
odolnost organizmu napr. po operac¢nych zékrokoch, cukrov-
ka, podavanie cytostatik, imunosupresiv, chemoterapia, vys-
Si vek, porucha krvnej cirkulacie, podvyziva a znizeny pocet
neutrofilov. Riziko predstavuju invazivne lekarske zakroky,
pritomnost cudzieho telesa a trazy, ktoré porusuju integri-
tu koze a umoznuju prienik baktérii do vnutorného prostre-
dia hostitela.

Klinicky obraz
Anaerébne baktérie vyvolavaji rozne velmi zavazné ocho-
renia a maju zvycajne tri fazy:
1. lokalnu — mo6ze sa manifestovat ako infiltrat, absces, fle-
gmona alebo nekroticky rozpad tkaniva
2. rozsirenu do krvného obehu,
3. metastaticky proces — prebieha rychlo®.

Nesporulujice anaeréby vyvoldvaju typicky oportinne in-
fekcie, su spravidla endogénne, pyogénneho charakteru, s vy-
raznou nekrotizujicou zlozkou, ¢asto ohrani¢ené na urcité
lozisko. Infekciou trombov dochadza k tromboflebitide, sep-
tikopyémii a hematogénnym metastazam do organov. Zak-
ladom patogénneho posobenia nesporulujucich anaerébov
je metabolicky rozvrat tkaniv vyvolany ich kyslymi metabo-
lickymi produktmi®. Tieto infekcie s protrahovanym priebe-
hom nemaju pre svoj endogénny povod charakter infekéného
ochorenia. Ich vznik podporuju rozli¢né diagnostické a tera-
peutické vykony®. Anaerébne nesporulujice baktérie maju
prvorady vyznam pri infekciach v abdominalnej oblasti, naj-
ma pooperacnych peritonitidach, pri tvorbe abscesov. Typy
ochorenia nesporulujucimi anaeréobnymi baktériami: Speci-
ficky zapalovy proces, napr. aktinomykdza — granulomatdéz-
ny zdpalovy proces s tvorbou pocetnych hnisavych absce-
sov, navzajom komunikujtcich s tvorbou pistal a typickych
druz a nespecificky zapalovy proces: hnisavé infekcie brus-
nej dutiny, hnisavé infekcie zenského genitalu, hrudné em-
pyémy, sinusitidy, aspiracné pneumonie, sepsy — asi 3 %".

Sporulujice anaeréby: najzavaznejsie infekcie sposobuju
mikroorganizmy zaradené do rodu Clostridium. Klostridie su
sporulujice, ubikvitné, vS§ade sa vyskytujuce mikroorganiz-
my. Nachadzaju sa v pode, vo vode, v prachu, v potravinach,
ale aj v Creve Cloveka a zvierata®™. Su to baktérie metabolic-
ky velmi aktivne, ktoré sa v prirode zi¢astiuju na kolobehu
dusika a uhlika. Medicinsky vyznamné klostridiové infekcie
delime na: toxoinfekcie — otravy z potravin, ich diagnostika
je klinicka a cisté intoxikacie sposobené sporulujicimi mik-
roorganizmami®. Nemaiju invazivny charakter, ale ak nasta-
nd vhodné podmienky pre germinaciu spér a rozmnozenie
baktérii, stavaju sa patogénnymi vzhladom na tvorbu vyso-
koaktivnych exotoxinov. C. perfringens produkuje 14 exoto-
xinov: 4 letalne toxiny — alfa, beta, epsilon, iota, dalsich 9
toxinov a enterotoxin9, Toxiny sa liSia Strukturou, biologic-
kymi vlastnostami a rozdielne su aj ich mechanizmy toxic-
kého acinku®. Alfa toxin — lecitindza je hlavnym faktorom
zodpovednym za patologické poskodenie tkaniva a vznik
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plynovej gangrény®'. Lecitindza svojim dermonekrotickym
a hemolytickym ucinkom Stiepi lecitin na diglycerid a fosfo-
rylcholin. Stiepenie lecitinu v tkanivach sa prejavuje zvyse-
nou permeabilitou kapilar, v désledku ¢oho vznika edém, he-
moragie, zvyseny tlak vo svale a Sok. DeStrukcia buniek vedie
k nekréze?,

Podla typu ochorenia ich delime na neurotoxické — vyvo-
l[avatelmi su C. tetani, C. botulinum a histotoxické — vyvola-
vatelmi su C. perfringens, C. septicum, C. novyi, C. difficile,
C. histolyticum, C. sordellii a dal$ie®. Histotoxické klostri-
did produkuju toxiny a enzymy degradujuce tkaniva s vyraz-
ne nekrotizujucim ucinkom. Leukocyty, ktoré su zapalovymi
mediatormi smerované do miesta infekcie, su klostridiovy-
mi toxinmi lyzované, preto tymto infekciam chyba purulent-
ny charakter. Typy ochorenia histotoxickych klostridii delime
na toxoinfekcie makkych tkaniv, toxoinfekce visceralnych or-
ganov a toxoinfekcie v Creve.

Infekcie makkych tkaniv prebiehaju perakutne a bez véas-
nej a spravnej terapie je 100 % umrtnost. Klostridiové infek-
cie sa vyskytuju v dvoch hlavnych patologickych formach:
celulitidy a myonekréza. Pocas niekolkych hodin az dni sa
infekcia klostridiami prejavi ako anaerébna celulitida. Ocho-
renie sa zacina pozvolna, bolestou, opuchom postihnutého
tkaniva. Pri tlaku na koZu pocut praskanie. Klostridie v tkani-
ve menia glykogén na metan, ktory vytvara bubliny plynu. Ne-
krotizujuca fascitida postihuje fascie, prejavuje sa krepita-
ciou, ktord je sposobend malymi bublinkami plynu v hubovito
zmenenom tkanive, edémom, farebnymi zmenami na kozi,
bolestou v okoli rany a sekréciou®.Charakteristickym rysom
klostridiovych infekcii je prenikanie baktérii hibsie do svalu,
kde spbsobuju gangrénu®.

Klostridiova myonekréza (gangraena emphysematosa) je
fulminantna infekcia s charakteristickymi lokalnymi a systé-
movymi prejavmi. Klostridiovi myonekrézu spdsobuje naj-
CastejSie Clostridium perfringens, C. novyi, C. septicum a C.
bifermentans. Inkubac¢na lehota je 6 hodin az 4 dni®. Plynova
gangréna moze byt klasifikovana ako posttraumaticka, poo-
peracnd alebo spontanna. Posttraumaticka plynova gangré-
na predstavuje 60 % celkovej incidencie('®. Vznikd najc¢as-
tejSie v hibokych rozdrvenych ranach, ktoré postihuju vacsie
svalové skupiny s poruchou cievneho zdsobenia®. Rana je
edemato6zna a vel'mi bolestiva. Intenzita prenikavej bolesti sa
vyrazne stupnuje. Na kozi sa vytvaraju pluzgieriky naplnené
hemoragickou tekutinou a loziska nekrézy. Krepitacia nie je
taka vyrazna ako pri klostridiovej celulitide. Z rany sa Siri pre-
nikavy sladkasty zapach, ktory je spdsobeny mastnymi kyse-
linami. Edém sa rychlo Siri, celkovy stav pacienta sa drama-
ticky zhorsuje. Ak toxiny preniknu do krvného obehu, nastdva
intravendzna hemolyza, diseminovana porucha hemokoagu-
lacie a toxémia. Pacient je subfebrilny, bledy, spoteny, m4 ta-
chykardiu a hypotenziu. M6ze byt nepokojny alebo apaticky,
vedomie byva zachované. Po toxémii sa méze rozvinut toxic-
ky Sok. Pacient straca vedomie. Progndza je vazna a v prie-
behu krétkeho obdobia méZe viest k smrti. Pacient zomiera
pod obrazom sepsy a multiorganového zlyhania alebo sep-
tického Soku®™. Ku komplikacidm anaerébnych infekcii patri
gangréna okolitého svalstva, ktora moze viest k amputécii,
k zlyhaniu krvného obehu a k poskodeniu obli¢iek a pecene.

Diagnostika anaerébnych infekcii sa odvija od anamnézy,
klinickychpriznakov,vysledkovlaboratérnychanalyzandlezov

zobrazovacich metdd. Pri urCovani diagndzy je potrebné
vzdy pétrat po etiologickom agense®. Na moznost pritom-
nosti anaerébnych baktérii je nutné mysliet pri primarnych
odberoch biologického materidlu na kultivaciu pri hnisavych
procesoch, ked hnis odporne a prenikavo pachne, pri endo-
karditidach a septickych stavoch s negativnymi hemokultu-
rami a ak je aerébna kultivacia hnisu negativna.

Odber materialu a transport

Pri podozreni na anaerébnu infekciu je potrebné dodrzat
spravny postup odberu a transportu vzoriek.

Zasady odberu na anaerébnu kultivaciu: v€asny — v akut-
nej faze ochorenia, zasadne pred nasadenim antibiotickej te-
rapie, cieleny — zamerany na material, kde mozno ocakavat
najviac aktivne sa mnoziacich baktérii, asepticky — do ste-
rilnych odberovych nadob. Na kultivaénu analyzu pri podo-
zreni na anaerébnu infekciu sa odoberaju: ¢asti nekrotickych
tkaniv, exsudat, hnis — z hibky loZiska, pretoze povrch loZiska
moze byt kontaminovany baktériami nesuvisiacimi s etiolé-
giou zapalu, ktoré stazuju izolaciu patogénov a interpretaciu
vysledku. Ster je vhodné zobrat najlepsie z rozhrania zdra-
vého a patologicky zmeneného tkaniva, kde je najviac Zivo-
taschopnych mikroorganizmov. Pri rozsiahlejsich ranach je
vhodné vykonat niekolko sterov sucasne z roznych miest,
kusky excidovaného tkaniva — pri myonekréze z miest, kde
proces postupuje do Sirky, alebo z niekol'kych drobnych exci-
zii. Je potrebné odobrat dostato¢né mnozstvo materialu®'2,

Transport — rychly transport materialu do laboratéria za
anaerébnych podmienok. Citlivé mikroorganizmy zahynu
alebo sa rozmnozia mikroorganizmy, ktoré rast skuto¢ného
povodcu ochorenia potlacia @'4. Prioritne je potrebné odo-
berat tekuty material v striekacke na jedno pouzitie a po vy-
pudeni vzduchu pre bezpecnost pri transporte je vhodné ko-
niec striekacky zatavit, pripadne ihlu zabodnit do gumovej
zatky, v hemokultivaénych nadobach na anaerébnu kultiva-
ciu alebo v Specialnych anaerébnych transportnych nado-
bach. Transportné médium mozno pouzit pri odbere mate-
ridlu tamponom, ktory sa zasunie do transportného média.
Pri predpokladani malého mnozstva biologického materialu
je vhodnejsi a vyuzivany odber materidlu pri 16zku pacienta
s okamzitym naockovanim kultivacnych médii.

Laboratérna diagnostika anaerébnych infekcii sa opiera
hlavne o tieto bakteriologické analyzy: mikroskopické vyset-
renie vzorky, kultivacia, izolacia a nasledna identifikacia mik-
roorganizmov("121516)  Mikroskopické vySetrenie poskytuje
prvotnu informdciu o pritomnosti zapalovej reakcie a poc-
te baktérii vo vzorke. VySetrenie naterov farbenych podla
Grama umozni rozlisit morfologické typy gramnegativnych
a grampozitivnych baktérii®. Pri podozreni na klostridiovu
infekciu mikroskopicky nalez grampozitivnych hrubych pa-
liciek v materiali z rany diagnézu potvrdi. Vysledok analyzy
moze byt oznameny do niekolkych minut az do hodiny. Z kli-
nického hladiska je informdacia o etioldgii anaerdbnej infek-
cie velmi ddlezitd a posluzi pri rozhodovani o zacati empi-
rickej lieCby.

Kultivacia spojena s identifikaciou ziskanych kultir je
pomerne naro¢na. Podmienkou uspesnej kultivacie je sprav-
ny odber a transport materialu, ktoré umoznia anaerébnym
baktériam prezit. Podmienkou je zabrana pristupu vzdu-
chu k materidlu a odstranenie kyslika z kultivaénych pod
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i z prostredia®. Anaerdbne baktérie potrebuiju pody, ktoré ob-
sahuju redukujuce latky znizujlce redoxny potencial. Ddlezi-
ta je atmosféra, v ktorej sa anaerébne mikroorganizmy kul-
tivuju (dusik 90 %, CO, 5 %, vodik 5 %).Tato atmosféra sa
dé dosiahnut fyzikalnou, biologickou, chemickou absorp¢-
nou alebo katalytickou metddou, ktord sa najCastejSie pou-
Ziva v rutinnej mikrobiologickej diagnostike ©. Na vytvorenie
vhodnej atmosféry sa vyuzivaju anaerostaty alebo anaeréb-
ne boxy s mikroprocesorovou regulaciou (LAS - Latalov
anaerobny systém). Zakladna kultivacia je 48 hod. pri teplo-
te 36 + 1 stupen Celzia. Pouzitie jednoduchych testov spolu
s makroskopickym vzhladom koldnii, mikroskopickou mor-
folégiou izolatov méze byt v niektorych pripadoch postacu-
juca na rodovu alebo i druhovt identifikaciu. Identifikacia
anaerdbnych baktérii sa vykondva komerénymi biochemic-
kymi testami, rychlymi enzymatickymi testami, PCR meto-
dou a metdédou hmotnostnej spektrografie MALDI-TOF, ktorej
vyhodou je vysoka citlivost a rychlost v porovnani s tradi¢-
nymi metédami. Dékaz Specifickych toxinov: testy in vivo
(letélny Gcinok, nekréza koze, erytém) a testy na nezivych
systémoch - cytopaticky efekt, hemolyza, lecitindzova reak-
Cia(1'14'15'16).

KARDIOLOGIA

Terapia

Anaerdbne infekcie si vyzaduju urgentné rieSenie, radikal-
ne incizie a ndro¢nu pooperaénu starostlivost. Pri anaerdb-
nych infekcidch ide Casto o polymikrobidlnu a rychlo
progredujlcu infekciu ohrozujlicu pacienta na zZivote. Nevy-
hnutna je aj protiSokova liecba. Pri lie¢be anaerébnych infek-
cii chirurgicka a antibioticka lieCba su rovnocenné, nezastu-
pitelné(317.18)_Pri chirurgickej intervencii treba otvorit véetky
priestory, resekovat nekrotické tkaniva, zaistit drenaz. Casto
je nutna i amputacia postihnutej koncatiny”'9. Antimikrobi-
alna lieba musi byt rychla, adekvéatna a komplexna. Pre dlI-
hy Cas rastu anaerébnych baktérii sa zacina empiricka lie¢-
ba. Antibiotika su podavané intraven6zne s baktericidnym
G¢inkom, vo vyssich davkach nez pri infekciach postihujud-
cich dobre prekrvené tkaniva. Pri ATB terapii je nutné zva-
Zovat aj prienik antibakterialnej latky do miesta infekcie('3).
Séroterapia — ak sa v patogenéze uplatriuje toxin — ovplyv-
nuje celkové toxické priznaky. Celkova intenzivna liecba
pozostava z rehydratacie, monitorovania pacienta, oxyge-
noterapie, podla potreby podavania transfuazii, diuretik, anal-
getik a pod. Sucastou komplexnej liecby je hyperbaricka te-
rapia, ktord zvySuje Gcinnost leukocytov, toxicky pdsobi na
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anaerdbne baktérie a prebytok kyslika podporuje cely imunit-
ny systém(¥. Prognéza choroby: ide o tazké, Zivotohrozuju-
ce ochorenie, ktorého priebeh je spravidla rychly.

0 progndze pacienta rozhoduju hodiny.

Prevencia: NesSpecifické preventivhe opatrenia maju od-
stranit priciny a stavy, ktoré vytvaraju podmienky na rozvoj
anaerobnej infekcie. Endogénnym infekciam mozno Ciastoc-
ne predchadzat Setrnymi operacnymi technikami a profylak-
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Preeklampsia v suvislosti s exozomami a mikroRNA
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Preeklampsia (PE) je multisystémova porucha stvisiaca s vysokou mortalitou a morbiditou matky a plodu. Jed-
nym z najzavaznejSich aspektov preeklampsie je, Ze zatial neexistuju ziadne véasné varovné priznaky alebo ri-
zikové markery a patogenéza PE je tak stale zle vysvetlena. Objav miRNA priniesol nové poznatky v zakladnom
poznani o regulacii génovej expresie, no nachadza uplatnenie aj v klinickej praxi ako novy typ biomarkerov. Exo-
z6my mézu mat potencialnu tlohu ako aktiva¢né ¢inidla pri endotelovej dysfunkcii charakteristickej pre PE. Pod-
I'a aktualnych poznatkov existuji mikroRNA s odliSnou expresiou v pripadoch s PE a méze byt dolezita v samot-
nej patofyziol4gii ochorenia. MikroRNA markery PE mdzu pomoct pri pochopeni stavu a patogenézy a mozu byt
nastrojom pre preventivne stratégie na znizenie prevalencie, zavaznosti ochorenia a suvisiacich komplikacii.
KlGcové slova: exozémy, miRNA, sekvenovanie novej generacie, preeklampsia

Preeclampsia in connection with exosome and miRNA

Preeclampsia (PE) is a multisystemic disorder related to high mortality and morbidity of a mother and her foe-
tus. One of the most serious aspects of preeclampsia is that there are no early warning signs or risk markers
and pathogenesis of PE is still poorly explained. The discovery of microRNA has brought new insights into the
basic knowledge of the regulation of gene expression, but it has also been found as an application of a new type
of a biomarker in clinical practice. Exosomes may have a potential role as activating agents in endothelial dys-
function, a hallmark of PE. According to current knowledge, microRNA with different expression in PE cases ex-
ists and may be important in the pathophysiology of the disease. MicroRNA markers of PE could help in under-
standing the condition and pathogenesis and could be a tool for preventive strategies to reduce the prevalence,

the severity of the disease and related complications.

Key words: exosomes, miRNA, next generation sequencing, preeclampsia

Newslab, 2017; ro¢. 8 (2): 110 - 113

Uvod

Kazdy rok sa preeklampsia (PE) rozvinie u 10 miliénov
zien na celom svete, pricom niektoré z nich zomrd na PE
a s nou suvisiace hypertenzné ochorenia. Pocet deti, ktoré
zomru na tieto komplikacie, je tiez velmi vysoky. PE pred-
stavuje jednu z najzavaznejSich komplikacii pocas tehoten-
stva, ktora postihuje 2 — 8 % vSetkych tehotnych Zien a je
zodpovednd takmer za 40 % pred¢asnych porodov pred 35.
tyzdriom tehotenstva®™. PE je klinicky definovana ako novy
nastup hypertenzie pocas druhej polovice tehotenstva. Pred-
poklada sa, Ze PE sa zacina asymptomatickou fazou pocas
prvého trimestra gravidity, ked uz dochadza k nedostatocnej
invazii trofoblastu a k neldplnej remodelacii Spirdlovych arté-
rii. Oba tieto procesy prispievaju k zvySeniu oxidacného stre-
su a vzniku systémovej endotelovej dysfunkcie, ktora vedie
k charakteristickym prejavom PE v neskorsich fazach ocho-
renia®. V stic¢asnosti neexistuje Ucinna lieCba, ktora by zabra-
nila dlhodobym nasledkom PE, pretoZe samotna patofyziolo6-
gia ochorenia nie je Uplne objasnena.

Exoz6émy a tehotenstvo

Exozémy su malé bioaktivne vezikuly, tvorené roznymi typ-
mi buniek, z ktorych su sekretované do okolitych telovych
tekutin. Produkuju ich najma T-bunky, B-bunky, dendritické
bunky, kmenové bunky, neurény, epitelové bunky, krvné bun-
ky, tumorové Ci placentarne bunky. Vyskytuju sa najma v krv-
nej plazme, moci, plodovej vode, cerebrospinalnej tekutine
¢i v materskom mlieku. Velkost exozomov sa pohybuje od
40 do 100 nm. Ich obsah je velmi variabilny a Sirokospek-
tralny. Obsahuju doélezité proteiny z mnohych proteinovych
rodin, ktoré sa zdcastnuju na viacerych bunkovych proce-
sU aj nukleové kyseliny, najma mikroRNA (miRNA) a mRNA®
(obrazok 1).

Pocas tehotenstva sa matkin organizmus prispésobuje
mnohym zmenam a procesom. Tuto Ulohu plni najma pla-
centa, ktora sa tiez podiela na reguldcii rastu a vyvoja plo-
du. Nedavne Studie potvrdili, Ze pocas tehotenstva placen-
tarne bunky, konkrétne cytotrofoblasty a syncyciotrofoblasty
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Obrazok 1. Exozém

uz od 6. tyzdna uvolfiuju exozomy, ktoré sa nasledne dosta-
vaju do matkinej cirkulacie®. Placentou produkované exozo-
my maju rovnaky tvar a velkost ako ostatné exozémy, avsak
obsahuju Specifické proteiny a miRNA, na zaklade ktorych
ich vieme odlisit. Exprimuju typické markery CD63 a PLAP,
tiez proapoptotické molekuly FasL a TRAIL®. V porovnani
s inymi exozémami maju absenciu expresie MHC molekul,
namiesto nich na svojom povrchu exprimujd molekuly
MICA/B a RAET1/ULBP1-5 podobné MHC. Je preukdzané,
ze koncentracia exozémov v periférnej krvi matky je vys-
Sia ako u netehotnej Zeny a mozno ich kvantifikovat pomo-
cou markera PLAP. Pocas fyziologického tehotenstva sa ta-
to koncentracia v plazme matky zvysuje, ale v zavislosti od
Stadia tehotenstva sa méze menit®). Placentou produkované
exozémy mozu v obdobi tehotenstva ovplyviovat aj imunit-
ny systém matky. Vdaka svojim $pecifickym proteinom mo-
Zu znizit proliferaciu a aktivaciu T-buniek, supresiu cytokino-
vej signalizacie, moznu indukciu apoptdzy, a tak prispievat
k celkovej ochrane plodu. Na druhej strane v§ak nadmer-
né potlacenie imunitného systému matky moéze zvysit rizi-
ko infekcii v priebehu tehotenstva. Pocas tehotenstva nepro-
dukuje exozémy iba placenta, ale aj samotné embryo Ci iné
materské tkaniva®.

Celkovy pocet exozémov pritomnych v materskej plazme
je priblizne 2-ndasobne vyssi u zien medzi 11. az 14. tyzdfiom
tehotenstva, u ktorym bol medzi 22. — 28. tyzdiiom diagnos-
tikovany gestacny diabetes mellitus, v porovnani so Zenami
s normoglykemickym tehotenstvom. Tieto Udaje naznacujq,
ze zmeny v koncentracii exozOmov pritomné v materskom
krvnom obehu v pociato¢nych stadiach tehotenstva prispie-
vaju k rozvoju tehotenskych komplikacii (diabetes a PE) ne-
skor pocas tehotenstva®.

Predchdadzajuce in vitro studie ukazali, Ze hypoxia indu-
kuje uvolfiovanie exozémov z trofoblastickych buniek, kto-
ré ovplyviuju obsah aj interakciu s inymi bunkami. PE je
spojena s placentarnou hypoxiou, ktora vedie k nedostatoc-
nej remodeldcii Spiralovej artérie pocas prvych 20 tyzdrov

tehotenstva®. Tieto pozorovania podporuji domnelt uZitoc-
nost placentarnych exozémov ako biomarker v ranom teho-
tenstve s rizikom vzniku PE u zien. AvSak doteraz je malo in-
formacii o exozémovom profile pocas PE tehotenstiev.

mikroRNA

V sltcasnosti sa pozornost sustreduje Coraz viac na mo-
lekuly miRNA. miRNA je mal4, priblizne 18 az 24 nukleotidov
diha nekddujica sekvencia, ktorej najddlezitejSou vlastnos-
tou je podielanie na regulacii génovej expresie. Tu ovplyviiuje
na zaklade svojej komplementarity s mMRNA na 3’ konci. Lud-
sky geném koduje viac ako 1000 druhov miRNA a zda sa,
Ze mozu ovplyviiovat az 60 % génov. Vacsina miRNA mole-
kul je lokalizovanych v bunkach, no niektoré miRNA, zndme
aj ako cirkulujuce, sa nachadzaju v extracelularnom priesto-
re, napriklad v telovych tekutinach. Nezvycajna expresia miR-
NA je pozorovana pri roznych patolégidch a pri zmenach fy-
ziologického stavu®.

Extracelularne miRNA (ECmiRNA) su v sucasnosti pova-
zované za vhodné biomarkery réznych ochoreni, kedze ich
expresny profil z extracelularnych telovych tekutin zobrazu-
je patofyziologicky stav organizmu. Na izolaciu ECmiRNA je
potrebné zvolit vhodnu telovu tekutinu. Periférna krv sa neu-
kazuje ako vhodny zdroj, pretoze bunkové pozostatky z bie-
lych a Cervenych krviniek tiez obsahuju miRNA, ktord moze
ovplyvnit ECmiRNA analyzu. Vyhodnejsie sa preto zda pou-
Zitie plazmy9.

Vdaka svojmu unikatnemu zloZeniu su exozémy vhod-
né aj na roézne diagnostické ucely. Na diagnostiku mnohych
ochoreni sa vyuzivaju najma ich proteiny a miRNA. Zmena
koncentracie exozomalnych proteinov je asociovana s pato-
I6giami alebo aj s ich progresiou ¢i odpovedou na oxidac-
ny stres®,

miRNA a tehotenstvo

Expresia miRNA nie je zmenenad len v priebehu ochore-
ni, ale aj pocas tehotenstva. Vtedy si miRNA produkované
najma trofoblastickymi bunkami placenty a predpoklada sa,
Ze maju vplyv na angiogenézu, diferenciaciu trofoblastu a re-
guldciu imunitného systému matky i plodu. V priebehu te-
hotenstva mozu byt takisto vyuzité ako biomarkery, pretoze
pozmenena expresia miRNA moze byt predzvestou kompli-
kécii. Ci uz je tehotenstvo komplikované, alebo nie, placentér-
ne miRNA su primarne lokalizované v Styroch polycistronic-
kych klastroch. Klastre C19MC a miR-371-3 sa nachadzaju
na chromozdéme 19, miR-17-92 na chromozéme 13 a M14MC
na chromozéme 14. PocCas tretieho trimestra placenta okrem
tychto klastrov exprimuje let-7 rodinu, miR-34 rodinu, miR-
29 klaster, miR-195 klaster a miR-181c. miRNA produkované
chromozémom 21, miR-99a, miR-125 b-2 a miR-155, mézu
byt nadexprimované u tehotnych Zien v porovnani s netehot-
nymicm,

Najvacsi znamy ludsky miRNA klaster je C19MC a sklada
sa z 54 miR génov. Okrem placenty je exprimovany nedife-
rencovanymi bunkami a uvolfiuje miRNA do matkinho obe-
hu pomocou exozémov tvorenych placentou. Zvy$né klastre
obsahuju podstatne menej génov('?.

Expresia miR génov neostava pocas celého tehotenstva
rovnaka, miR z klastra C19MC sa zvysuju od prvého trimestra
az po treti. Gény z klastra C14MC su upregulované v prvom
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trimestri a v trefom uz klesaju. Oproti prvému trimestru je
v tretom trimestri tiez upregulovany let-7 a miR-34 rodiny
a miR-29a, miR-195 a miR-181c. Tieto rodiny vacsinou zo-
hravaju ulohu v diferencidcii, proliferacii ¢i apoptéze buniek.
Pocas gestacného obdobia miRNA produkované placentou
zohravaju dolezitu ulohu aj v imunitnom systéme, na drovni
vrodenej aj ziskanej imunitnej odpovede. Na rozdiel od inych
miRNA su exprimované pocas celého tehotenstva(?.

Preeklampsia v suvislosti s exozomami a miRNA

Ako regulacné molekuly moézu miRNA svojou dysregula-
ciou vyznamne ovplyviiovat procesy spajané s vyvinom pla-
centy a s celym tehotenstvom. Mnoho studii preukazalo, ze
zmenena uroven expresie miRNA v placente je spdjana s pre-
eklampsiou. Pozorovanymi dysregulaciami su napriklad
DNA metylacia a modifikacia histonov, a teda pravdepodob-
ne nie je nahoda, Ze prave miRNA ma schopnost regulovat
gény tymto sposobom. NajCastejSimi zmenenymi miRNA pri
preeklampsii s miR-210, miR-223 a miR-126, ktoré uzko su-
visia s patogenézou preeklampsie('®.

Délezitd ulohu zohrava miRNA v procese angiogenézy,
ktora je rozhodujuca pri remodelacii Spirdlovitych artérii.
Podl'a mnohych stadii viacero upregulovanych miRNA v pre-
eklamptickej placente, napr. miR-210, miR-20 b, brani angio-
genéze a/alebo proliferacii trofoblastu, invazii a migracii.
Avsak niektoré down-regulované (miR-378a-5p, miR-376c),
naopak, podporuju proliferaciu trofoblastu aj invaziu®®. Po-
Cas angiogenézy suU nenahraditelné angiogénne faktory,
ktorych bohatym zdrojom je najma placenta, endometrium
a deciduum. Proces angiogenézy je iniciovany rastovymi fak-
tormi FGF, VEGF ¢i PIGF. Gény tychto faktorov su vsak cie-
'om pre rozne miRNA. Nasvedcuje to tomu, ze miRNA maju
kriticka Ulohu pri tvorbe angiogénnych faktorov pocCas pre-
klinického Stadia preeklampsie. Zistilo sa, ze miR-16, miR-
26 b, miR-29 b, miR-181a, miR-195, miR-222 a miR-335 su
nielen zvySené v preeklamptickej placente, ale ich cielom su
prave VEGF-A a PIGF. Okrem toho niektoré z nich ovplyviio-
vali CYR61, ktory je délezity pre vaskularnu integritu®?. Dal-
Sia Studia poukazuje na miR-126, ktorej ciefom je negativny
regulator faktora VEGF. Tato miRNA by preto mohla byt v bu-
ducnosti zvolena ako mozny terapeuticky ciel. Okrem tychto
faktorov v§ak miRNA pozitivne aj negativne vplyvaju na dal-
Sie faktory spajané s placentdrnou angiogenézou. So vzni-
kom hypoxie zrejme suvisi aj miR-210, ktorej zvySena uro-
ven expresie je spajana s hypoxiou citlivymi faktormi HIF-1a
a NF-«kB. Na zéaklade bioinformatickej analyzy sa predpokla-
da, Ze miRNA z rodiny miR-17, miR-20 a miR-20 b tiez suvi-
sia s angiogenézou svojim vplyvom na HIF-1q, interleukin-8,
EFNB2, EPHB4 a VEGF(®. Bunky syncyciotrofoblastu produ-
kuju Specifické placentarne typy miRNA, ktoré sa z buniek
placenty vbaluju do exozomov a nasledne prechadzaju do te-
lovych tekutin. Priamo z placenty sa teda miRNA moze izo-
lovat, ale jedine pri porode, pretoze pocCas tehotenstva je to
bez ohrozenia plodu a matky nemozné. Preto sa izolacia pla-
centarnych exozémov z maternalnej plazmy javi ako vhodny
neinvazivny pristup na ziskanie placentarnych miRNA s cie-
'om prenatalnej diagnostiky?.
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miRNA sekvenovanie

Vdaka rychlemu pokroku pri technolégidch sekvenovania
novej generdacie vieme sekvenovat aj molekuly RNA s cie-
lom zistit expresny profil. Najcastejsie ide o mMRNA a miRNA.
Vdaka vysokoparalelnému sekvenovaniu moze byt analyzo-
vana celad ludska miRNA populacia, ktord méze byt analy-
zovana aj pomocou gRT-PCR ¢&i RNA mikrocipu®. qRT-PCR
a Microarray su relativne lacné a zauzivané analytické me-
tédy, no ich nevyhodou je, Ze vedia analyzovat jedine zname
sekvencie. Pomocou sekvenénej analyzy mozno objavit aj
nové, doposial neidentifikované typy miRNA.
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Ovarian cancer: a short review

RNDr. Miroslav Tomka, PhD.
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o.
Medirex, a. s., Bratislava

Ovarian cancer is one of the leading causes of female cancer deaths in the most developed countries. The rea-
son may lie in absence of early key signs and symptoms that can clearly distinguish ovarian cancer from the oth-
er benign conditions. Moreover, ovarian cancer is highly heterogeneous disease with multiple histological sub-
types, of those, epithelial tumors are the most common form. New methods brought new insight into molecular
background of different subtypes of ovarian cancer and depicted new paths leading to personalized treatment.
This short review is focused on some aspects of this disease.

Key words: ovarian cancer, epithelial tumors, mutations, array comparative genomic hybridization (array CGH)

Ovarialne nadory: kratky prehlad

Nadorové ochorenia vaje¢nikov predstavuju jednu z najcastejSich onkologickych pri¢in imrtia zien vo vysoko-
rozvinutych krajinach. Podstata mézZe spocivat v absencii skorych priznakov a symptémoy, ktoré jasne odlisuji
nadorové ochorenia ovarii od inych nezhubnych stavov. Nadory vaje¢nikov su navyse znac¢ne heterogénnou sku-
pinou s roznymi podtypmi, z ktorych sa najcastejSie vyskytuju epitelové nadory. Nové metddy odkryvaju podsta-
tu ochorenia a pontikaji moznost personalizovaného pristupu k terapii. Predkladany ¢lanok sa venuje niektorym
aspektom tohto zavazného typu ochorenia.

Klicové slova: nadory vajecnikoyv, epitelové nadory vajecnikov, mutacie, array komparativha genémova hybridi-
zacia (array CGH)
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Introduction history of ovarian and other types of cancer, overweight®9,

Ovarian cancer is the fifth-most common cause of cancer
death in women in the USA and the other developed coun-
tries. According to the American Cancer Society ovarian can-
cer was responsible for 14 240 cancer-related deaths in 2016
and estimates that there will be diagnosed 22 440 new cas-
es of ovarian cancer in the US in 2017, The age-standard-
ized incidence has been estimated at 9.4 per 100 000 popu-
lation in more developed areas, and 5 per 100 000 population
in less developed areas®. Slovakia has one of the highest in-
cidence rate among the European countries. In 2010, there
were 511 registered cases of ovarian cancer what represents
standardized incidence of 11.3 per 100 000 population. Out
of registered cases, 277 women died from ovarian cancer
in 20100,

Relatively poor prognosis and high death rate is linked to
the late presentation in most cases. The symptoms of ovar-
ian cancer are often subtle, painless, and may mimic much
more common disorders such as dyspepsia, irritable bowel
syndrome, menstruation and menopause®. Symptoms com-
monly associated with ovarian cancer involve abdominal dis-
tension, abdominal or pelvic bloating, abdominal mass, loss
of appetite and abdominal or pelvic pain, then diarrhea, iso-
lated abdominal pain, weight loss, change in bowel habits,
constipation, urinary frequency or urgency, dyspepsia, and
abnormal vaginal bleeding®.

There are several accepted risk factors that increase the
probability of developing ovarian cancer, including increasing
age (over 55), nulliparity, early menarche or late menopause
(all associated with number of ovulation cycles), familial

Contrary, there are some positive factors that lower the risk
of ovarian cancer, including full-term pregnancies, breast
feeding, oral contraceptives®. The role of diet in the devel-
opment of ovarian cancer is not clearly understood and re-
sults are often controversial®.

Classification of ovarian cancer

Ovarian cancer is highly heterogeneous disease with dif-
ferent histological subtypes. Primary ovarian tumors fall in-
to four main groups according to the type of cells from which
cancer can develop: epithelial, sex cord-stromal, germ cell,
and mixed-cell type (Figure 1).

Figure 1. Histological subtypes of ovarian cancer and classifica-
tion of epithelial ovarian cancer based on tumor histology and
grade (reviewed in 24)

| Epithelial ovarian cancer |
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Epithelial ovarian carcinoma is the most common form
and comprises approximately 90% of all cases®. Histologi-
cal subtypes of epithelial ovarian cancer include serous, en-
dometrioid, clear cell, mucinous, malignant Brenner tumors,
and mixed-cell type tumors, which are not longer included
in the 2014 WHO classification.

Epithelial ovarian cancer may be grouped based on their
clinicopathologic features and genetic profile into two types
(Figure 2). Type | involves slowly developing tumors including
low-grade serous carcinoma, endometrioid carcinoma, clear-
cell carcinoma, mucinous carcinoma then very rare malignant
Brenner tumors, and seromucinous carcinoma. Most type | tu-
mors are believed to arise from endometriosis or borderline
serous tumors. This group of cancer accounts for about 25%
of ovarian malignancies and cause 10% deaths. Type Il com-
prised more aggressive tumors including the high-grade se-
rous carcinomas, high-grade endometroid, and rare undiffer-
entiated carcinomas and carcinosarcomas. Tumors of this
type are believed to arise from fallopian tube. Type Il accounts
for 75% of ovarian cancers and cause 90% of deaths®?).

Ovarian sex cord-stromal tumors are formed by cells that
normally give rise to cells surrounding the oocytes and contain
the cells that produce ovarian hormones(?. These tumors are
presented in younger patients as a low-grade disease and are
usually not aggressive. Surgery is a key treatment with gen-
erally favorable prognosis. They accounts for about 7% of all
primary ovarian cancer(. The World Health Organization re-
classified this group ovarian cancer into pure stromal tumors,
pure sex cord tumors, and mixed sex cord-stromal tumors®.

Germ cell tumors of the ovary are uncommon tumors de-
veloping from the ovarian germ cells. These tumors are fre-
quently unilateral, and despite they are aggressive, they are
generally curable and treatable if found early?. Germ cell
tumors account for about 20-25% of ovarian neoplasms, but
only 5% are malignant. Group of germ cell tumors includes,
in order of frequency: dysgerminomas, immature teratomas,
yolk sack tumors, and mixed germ cell tumors. Less com-
mon germ cell tumors include embryonal carcinomas, chori-
ocarcinomas, and malignant struma ovarii tumors(®.

Molecular background of ovarian cancer

Although maijority of ovarian cancers are sporadic, fami-
ly history is one of the strongest risk factors. Approximately
10% of ovarian cancers are hereditary and, of those, 90% cas-
es are closely associated with germline mutations in BRCA1
(17921.31) and BRCA2 (13q13.1) genes‘™. Pal et al., 2005

performed full genes sequencing of BRCAT and BRCA2 genes
in cohort of 232 women with epithelial ovarian carcinomas (9.
Invasive ovarian carcinoma was diagnosed in 209 women, 32
women (15.3%) had mutations in BRCA7 or BRCA2 genes. Of
these, 20 women had mutations in BRCA7, 12 in BRCAZ2 gene,
respectively. Variants of uncertain significance were detected
in 8.2% of women with invasive ovarian carcinoma. No mu-
tations were identified in women with borderline or invasive
mucinous tumors. Among the BRCA mutation-positive wom-
en, 63% had serous tumors. A family history of breast and/or
ovarian carcinomas was reported in 65% of relatives of BRCA1
carriers, 75% BRCAZ2 carriers, and 43.5% non BRCA1/2 carriers,
respectively(9. Interestingly, BRCA2 mutations show clearly
genotype-phenotype correlation. Central part of the gene (nt
3035-6629 in exon 11) is named ovarian cluster region and are
associated with increased risk of ovarian, rather than breast
cancer. Studies on BRCAT mutations are less conclusive(®.

Some other malignant syndromes may develop ovarian
cancer as one of their symptoms. Hereditary non-polyposis
colorectal cancer (HNPCC, or Lynch syndrome) exhibits ovar-
ian cancer as an extracolonic manifestation of Lynch syn-
drome Il subtype. Lynch syndrome is caused by mutations
in mismatch repair (MMR) genes, including MSH2, MLH1,
MLH6, PMS1, and PMS2. Women with a germline mutation in
one of the MMR genes MLH1, MSH2 or MSH6 have 6-8% life
time risk of ovarian cancer(”. Grindedal et al.,"® performed
aretrospective study of 144 women with ovarian cancer due
to mutations in mentioned genes. They found 51 women
(35.4%) had a mutation in MLH1, 78 (54.2%) had a mutation
in MSH2, and 15 (10.4%) had a mutation in MSH6. They also
found that overall survival of women with mutation in MMR
genes is better than those with BRCA1/2 mutation(®. Ovar-
ian cancers associated with Lynch syndrome are predomi-
nantly clear-cell or endometrioid in histology(®.

Peutz-Jeghers syndrome (PJS) is an autosomal domi-
nant inherited disorder which is characterized by interstinal
hamartomatous polyps, mucocutaneous melanin deposition,
and increased risk of cancer, including ovarian and breast.
In most PJS patients germ line inactivating mutations of the
STK11/LKBT gene (19p13.3) has been indentified®?. Women
with PJS have an increased incidence of rare sex cord tumor
with annular tubules (SCTAT). SCTAT accounted for 1.4% of
ovarian sex cord-stromal tumors and are all benign®.

To screen other germ line mutations in 12 tumor suppres-
sion genes, Walsh et al.?? used targeted capture and mas-
sively parallel genomic sequencing. Study was conducted on

Figure 2. Classification of epithelial ovarian cancer based on clinicopathologic and molecular features (reviewed in 24)
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360 women with ovarian carcinomas. 24% carried germ-line
loss-of-function mutations: 18% in BRCAT or BRCA2 and 6%
in BARD1, BRIP1, CHEK2, MRE11A, MSH6, NBN, PALB2, RAD
50, RAD51C, and TP53@, However, the risk associated with
maijority of these genes is not well understood yet.

Epithelial ovarian tumors are heterogeneous in the term of
histological features and molecular profiling. Each subtype is
characterized by the presence of certain gene mutations. The
Cancer Genome Atlas Research Network®) reported that high-
grade serous ovarian cancer (or type Il) is characterized by
TP53 mutations in almost all tumors (96% of 489 high-grade
serous ovarian adenocarcinomas). On the other hand, TP53 is
rarely affected in type | tumors, except mucinous one. These
tumors are characterized by mutations in regulators of the mi-
togen-activated protein kinase (MAPK) pathway (e.g. KRAS or
BRAF), as well as a number of other genomic variants, includ-
ing PIK3CA, PTEN, ARID1A, CTNNB1, CDKN2A®%, These evi-
dence underline the prediction that low grade serous carcino-
ma is unlikely to be a precursor lesion for high grade serous
carcinoma but rather they are two separated entities.

The array comparative genomic hybridization is a meth-
od for genome-wide screening for genomic abnormalities.
Caserta et al.®® performed BAC array CGH in ovarian adeno-
carcinoma in 10 patients with familial history®®. The most
common findings were loss of 6q (4 cases with mosaic
loss of 6q), 9p (4 cases), 10q (3 cases), 21q (3 cases), 22q
(4 cases); and gain of 8q and 9q (8 cases) and 12p (1 case).
They observed two cases with monosomy X, and two cases
with a micro deletion of 17p terminal. Some cases showed
genomic profile with total or mosaic segmental gain on chro-
mosomes 2p, 3q, 4q, 7q and 13q®.

Gunn et al.®® used array CGH to identify somatic chromo-
somal aberrations in 90 clinically relevant genes in18 ovarian
tumors. They found one patient was positive for HER2 gene
amplification, four positive for CCNET gene amplification
and four for MYC gene amplification. They detected high lev-
el amplification of KRAS in one patient, as well as in CCND2.
Other two high-risk patients had amplification of CCND3, and
PLAGT1 genes. In patients with high level CCNET amplifica-
tion was observed co-amplification of CCND1, CCND3, MYC
and ETV6 genes; high level amplification of CCND3 tumors
was accompanied with co-amplification of MYC and AKT2
genes; and high level of MYC tumors showed co-amplifica-
tion of JAK2, FGFR3, and MYB genes. One tumor with high
level MYC gene amplification also showed bi-allelic PTEN
gene deletion. Eight tumors were positive for amplification
of the chromosome 3qg26 region which contains MECOM,
SnoN/SKiL, and ECT2 genes. All these genes were showed
to be implicated in ovarian pathogenesis in high grade se-
rous carcinomas. Interestingly, no TP53 aberration has been
detected which points to the fact that primary mechanism of
TP53 lost of function is caused by point mutations®@.
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Ovarian cancer screening and prevention

High mortality rate of ovarian cancer is mainly associat-
ed with lack of key signs of disease and absence of reliable
screening tests. Currently, the most widely used screening
methods are transvaginal ultrasound and serum cancer an-
tigen CA-125 but the efficacy of this approach is disputable.
Partridge with co-workers estimated the risk of ovarian malig-
nancy among asymptomatic women with abnormal transvagi-
nal ultrasound and CA-125. They concluded that screening for
ovarian cancer using simultaneous CA-125 and transvaginal
ultrasound did not reduce ovarian cancer mortality and was
associated with high false-positive tests®). Falls positive re-
sults may lead to unwanted surgery which is associated with
its own risks and its benefit may be questionable.

To prevent development of ovarian cancer prophylactic
surgical removal of the ovary may be considered in some
cases. Bilateral salpingo-oophorectomy can be recommend-
ed for women with identified BRCAT or BRCA2 gene muta-
tions and strong family history of ovarian cancer associated
syndromes, for women who are 35-40 years of age and have
completed childbearing. However, this intervention is link to
physical and psychosocial issues®@®.

Conclusion

Ovarian cancer is highly heterogeneous disease charac-
terized by several histological subtypes, which are, in turn,
characterized by their own molecular profile. Introduction of
the genome-wide technologies such as aCGH or next-gene
sequencing brought new insights into understanding the fun-
damental of disease, classification, prognostics and treat-
ment. Searching for specific changes on the gene level can
help to predict the course of disease and find the suitable tar-
geted treatment for women.
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Infekcie bedrovych endoprotéz
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2Qddelenie urazovej chirurgie a ortopédie, NsP sv. Lukasa, Svet zdravia, Galanta

Infekcie bedrovych kibovych nahrad predstavuju aj v si¢asnosti stale velky problém. Napriek réznym profylak-
tickym rezimom, operacnej technike, roznym tpravam povrchu endoprotéz, budovaniu supersterilnych operac-
nych sal sa vyskyt tychto infekcii drzi na Grovni 1 aZ 2 % z celkového poétu nahrad bedrového kibu za rok. Diag-
néza infekcie kibovej nahrady je nesmierne zavazny problém pre pacienta a pre jeho osetrujticeho lekara.
odstupom od primoimplantéacie, kde bolestivost vzniknuta pri uvolneni endoprotézy kladie naroky na ortopédov,
aby odlisili aseptické uvolnenie od infekéného. Na tito oblast sa v si¢asnosti ststreduje najvacsie usilie a spo-
lupraca ortopédov s mikrobiologmi bude musiet byt ovela intenzivnejsia. V praxi disponujeme velkym mnoz-
stvom negativnych nélezov a ortopéd sa tak pri liecbe nema o ¢o opriet. Bude nutné postupne zavadzat do mik-
robiologickej diagnostiky metody, ktoré zvysia vytaznost kultivacii ako napriklad sonikacia.

Klacové slova: endoprotetika, periproteticka infekcia, biofilm, sonikacia

Infections of the hip endoprostheses

Infections of the hip replacements are still a major problem in endoprotection today. Despite various prophy-
lactic regimens, surgical techniques, various modifications of the surface of the endoprostheses, and the con-
struction of super sterile surgery rooms, the incidence of these infections is between 1 and 2% of the total num-
ber of hip replacements per year. The diagnosis of articular replacement infection is a highly serious problem
for the patient and his physician.

From a differential diagnostic point of view, the most serious problems are the mitigating infections, appear-
ing two or three years after the primoimplantation, where the pain caused by the release of endoprostheses is
a challenge for orthopaedists to distinguish aseptic release from infectious. The greatest effort is currently be-
ing concentrated on this area, and the collaboration of orthopaedists with microbiologists will have to be more
intensive. In practice, we have many negative findings, and there is no support for orthopedists in the treatment.
It will be necessary to gradually introduce microbiological diagnostic methods which will increase cultivation

yield, such as the use of sonication.

Key words: endoprotection, periprosthetic infection, biofilm, sonication
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Uvod

Infekcia bedrovej endoprotézy je jedna z troch najCastej-
sich komplikécii, ku ktorej dochadza po primoimplantécii ki-
bovej nahrady v r6znom ¢asovom odstupe. Nie je najCastej-
Sia, ale patri medzi najobdvanejsie a najzavaznejSie lokalne
komplikacie?.

Definuje sa ako rast a mnozenie baktérii na povrchu im-
plantatu alebo v jeho okoli, o vedie k poskodeniu periprote-
tického tkaniva zapalovou reakciou a vo vacsine pripadov sa
kon¢i rejekciou endoprotézy®.

Podla lokalizacie delime tieto infekcie na povrchové a hl-
boké. Z ¢asového aspektu sa rozlisuju skoré infekcie (akut-
ne), mitigované (resp. chronické) a neskoré hematogénne in-
fekcie (Coventry)@9,

1. typ infekcie je akatny, pooperacny s manifestaciou do
3 mesiacov od operdcie. Klinicky obraz je priznacny a diag-
nostika nerobi tazkosti®.

2. typ infekcie je chronicky, od 3 mesiacov do 2 rokov po
operacii. Symptomatika je menej Specificka. Podmienkou
je trvajuci mierny diskomfort od operacie. Méze pripominat
aseptické uvolnenie. Rozhoduijuci je ¢as, ktory uplynul od pri-

moimplantacie. Cim je krat$i, tym je menej pravdepodobna
moznost aseptického uvolnenia endoprotézy®.

3. typ infekcie je hematogénny, s rozvojom po viac nez 2
rokoch od operdacie s tym, Ze novy kib fungoval isty éas bez
problémov. Vznika z pIného zdravia a typickym priznakom
byva horticka a bolest v kibe®.

Etiologia a epidemiologia

Vznik a rozvoj periprotetickej infekcie je komplexny pro-
ces. Zavisi od mnohych faktorov, ktorych rizikovost je vel-
mi variabilna a individudlna. V sicasnosti neexistuju studie,
ktoré by potvrdili kauzalitu a signifikantnost medzi vznikom
a pocCtom periprotetickych infekcii a rdznymi operacnymi
technikami, roznymi rezimami profylaxie a sposobmi fixacie
implantatu, resp. dodnes nebola preukazana zavislost me-
dzi uvedenymi javmi a rozvojom periprotetickych infekcii®.

Faktory zvysujuce riziko vzniku infekcie endoprotézy:
vy$Si vek pacienta, operacia trvajica viac nez 3 hodiny, po-
ruchy hojenia rany, chronické choroby zvysSujice Charlso-
nov index (diabetes mellitus, hepatopatie, stavy po infarkte
myokardu, hemoglobinopatie, systémové zapalové choroby,
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chronickd kortikoterapia a imunosupresiva), alkoholiz-
mus, malnutricia, fajcenie, osteomyelitidy a detské infekcie
v anamnéze, infekéné loziska v tele, nosi¢stvo Staphylococ-
cus aureus, malignity, obezita, ASA klasifikacia 3 a viac, po-
hlavie (muzi maju zvy$ené riziko), infekcie v okoli kibu (reu-
matoidna artritida, erysipel, psoridza, celulitida)®.

Vyskyt periprotetickych infekcii bedrovych kibov sa
véeobecne uvadza pod 2 %®. Revidovanost, teda mnozstvo
umelych nahrad, ktoré sa skomplikovali a bolo treba opa-
kovane pristupit k operacii, koliSe na nasich ortopedickych
pracoviskach medzi 7 az 10 %(%. NajCastejSim dévodom
na reviziu totalnej endoprotézy bedrového kibu je aseptické
uvolnenie, nasleduje luxacia a infekcné priciny, ktorych po-
diel na celkovom pocte reoperacii je okolo 5,5 %4,

V rebric¢ku etiologickych agensov su na prvom mieste sta-
fylokoky s negativhou koagulazou, nasleduje Staphylococ-
cus aureus a dalSie grampozitivne koky, ktorych podiel na in-
fekciach bedrovych endoprotéz sa pohybuje od 50 do 70 %®.
Z gramnegativnych baktérii su Casto izolované Enterobac-
teriaceae a Pseudomonas spp. Z anaerébov boli izolované
Propionibacterium acnes, Finegoldia magna a Peptostrepto-
coccus spp.®.

Klinicky obraz
Skala objektivnych a subjektivnych priznakov je velmi pes-

trd. Podozrenie na periproteticku infekciu vznika v pritom-

nosti tychto faktorov:

+ klinicky obraz a laboratérne nalezy: lokdlne a systémo-
vé znamky infekcie (bolest v kibe, horti&ka, dihodoby dis-
komfort, hnisavéa secerndcia v okoli kibu, fistula, absces,
dehiscencia rany, elevacia zapalovych markerov)(23)-

« porucha funkcie endoprotézy, jej uvolnenie (nemusi sa
vzdy dostavit)

+ pozitivna kultivacia: identifikdcia mikroorganizmu z po-
vrchu implantatu alebo z periprotetickych tkaniv, absce-
su, pyartrézy

Doc. Jifi Gallo z Ortopedickej kliniky na LF UP v Olomouci

rozdelil kritéria na tri skupiny (2006):

1. vel'mi silné: hnis v kibovej dutine, fistula komunikujica
s kibom, dehiscencia rany

2. silné (Standardné): pozitivna kultivacia, pozitivna histolo-
gia a cytoldgia z punkcie kibovej dutiny, typicky status lo-
calis ex inflammatione, pozitivny rontgenovy obraz

3. slabé (podporné): pozitivna anamnéza, FW nad 35 mm/h,

CRP nad 10 mg/I, elevacia IL-6, pozitivne PCR a scintigra-
fial®410),

Na zvysenie pravdepodobnosti diagnézy infekcie bedro-
vej endoprotézy odporica skupina doc. Galla pritomnost
jedného vel'mi silného kritéria alebo dvoch silnych, pripad-
ne jedného silného a aspon dvoch slabych kritérii. Na jej po-
tvrdenie, presné urcenie mikrobiologickej etioldgie, odlisSenie
aseptického uvolnenia pri nespecifickych priznakoch v rdm-
ci diferencidlne diagnostického procesu slizia zlozité algo-
ritmy vychadzajuce z odporicani AAOS (American Academy
of Orthopaedic Surgeons) a ESCMID (European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases).

Kazuistika 1. Pripad povrchovej pooperacnej
periprotetickej infekcie

Anamnéza

a. osobna: Zena, vek: 67 rokov, ischemicka choroba srdca
(ICHS), diabetes mellitus (DM) 2. typu, anémia, arteridlna
hypertenzia 1. st. ESH/ECH, stav po subtotalnej tyreoidek-
tomii pre m. Hashimoto, stav po hysterektomii a adnexek-
témii, stav po totalnej endoprotéze kolena vpravo, chro-
nicky dyspepticky syndréom, stav po totdlnej endoprotéze
(TEP) bedrového kibu viavo

b. terajSie ochorenie: 15. 11. 2016 operovana na ortopedic-
kom oddeleni v Nemocnici sv. Lukdsa s poliklinikou v Ga-
lante pre primarnu artrézu. Od operdcie je pritomny edém
v mieste zakroku, palpacna citlivost rany a okolia s opako-
vanou secernaciou. Prijata na reviziu makkych tkaniv pre
bolesti pri chédzi a subfebrility.

Status praesens generalis: pri plnom vedomi, orientovana
¢asom, priestorom, miestom, eupnoicka, s elevaciou BMI me-
dzi 25-30 (hmotnost: 83 kg, vy$ka 168 cm), mobilna za pomo-
ci barli. Ostatny nalez je v medziach fyziologickych noriem.

Status praesens localis: coxa sinistra: erytém v hornej
Casti pooperacnej jazvy, obliterovana fistula v jazve s malou
seréznou secernaciou, dorzalne subtrochantericky podkoz-
na fluktuujuca rezistencia. Aktivne elevuje dolnd koncatinu
do 80 stupnoy, pasivne do 100 stupriov, periféria bez patol6-
gie, dolné koncatiny simerné, bez skratenia a inych deformit.

Pacientka bola hospitalizovana so suspektnou subakit-
nou povrchovou periprotetickou infekciou.

Vysetrenia, ich vysledky a profylaxia

* biochemické analyzy: CRP 33,5 mg/I,

« hematolologické analyzy: krvny obraz v norme,

« mikrobiologicka kultivacia vyterov z rany: negativne,

« antibioticka profylaxia pri reviznom zakroku: podany cipro-
floxacin 400 mg i. v. pol hodiny pred inciziou, 200 mg i. v.
po zakroku

Priebeh a terapia

Pacientka bola prijata na oddelenie s cielom operacnej
revizie rany. Po predoperacnej priprave bol vykonany zakrok.
V blizkom okoli jazvy bola pritomnd drobnd séromova dutina,
lokalne oSetrenad — debridement a lavaz roztokom betadinu,
zavedeny Redon drén, indikované boli pravidelné prevazy so
sterilnym krytim, 7 dni bol podavany klindamycin 2x 150 mg
a 8 hod. i. v. Po tyzdni hospitalizacie bola rana pokojna, pa-
cientka afebrilnd, subjektivne bez tazkosti, v dobrom stave
a kardiopulmonalne kompenzovana, prepustena do ambu-
lantnej starostlivosti. V tomto pripade nebolo potrebné pri-
stupit k vymene bedrovej endoprotézy, kedZe k jej uvolneniu
nedoslo a makké tkaniva boli v dobrej kondicii.

Vyhodnotenie a mikrobiologicky aspekt

Diagnostika periprotetickej infekcie vychadzala z typické-
ho klinického obrazu a elevacie zapalovych markerov. Kulti-
vacny ndlez steru z rany bol negativny. Mozné dévody, pre
ktoré sa nepodarilo kultivovat etiologicky agens:
+ odber bol realizovany v ¢ase antibiotického krytia
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+ absentovala poziadavka na prolongdciu kultivacie steru
na 14 dni

+ nebol odobraty tekuty material retinovany v okoli kibu,
hmatatelny ako fluktuujica rezistencia na kultivacnu
analyzu

* na kultivaciu neboli odobrané tkaniva poskodené zapa-
lom, odstranené debridementom z viacerych lokalit

Kazuistika 2. Pripad hlbokej hematogénnej
periprotetickej infekcie

Anamnéza

a. osobna: muz, 71-ro¢ny, stav po TEP coxae I. sin v roku
2010, arteridlna hypertenzia, ICHS, DM neguje, obezita

b terajSie ochorenie: pacient po implantacii TEP coxae . sin
v roku 2010. V marci v roku 2016 doslo k uvolneniu TEPR,
ktora bola extrahovand. Docasne bol vlozeny spacer s an-
tibiotikami a s planovanou reimplantaciou TEP v druhej fa-
ze na september 2016

Status praesens generalis: pri vedomi, orientovany, afe-
brilny, eupnoe, mobilny s barlami, ostatny nalez v medziach
fyziologickych noriem.

Status praesens localis: coxa sinistra bez znamok zapa-
lu, jazva pokojna, nebolestiva, difuzne zvySena palpacna cit-
livost. Stehna a lytka volné, Homans negat. Aktivne elevuje
dolnu koncatinu do 40 stupriov, pasivne do 60 stupnov, vyko-
navané pohyby su bolestivé. Dolné koncatiny bez skratenia
a inych deformit.

Vysetrenia, ich vysledky a profylaxia

* biochemické analyzy: CRP 47 mg/l v Case uvolnenia
(3/2016),

« hematolologické analyzy: krvny obraz v norme pri prijati na
reimplantaciu,

+ rdadiologické vysSetrenie: vyrazné osteolyzy v okoli implan-
tatu,

« mikrobiologicka kultivdcia steru z povrchu endoprotézy:
negativna,

« antibioticka profylaxia pri revizii: klindamycin i. v. 2x
150 mg podany hodinu pred operaciou

Priebeh

Primoimplantacia v roku 2010 bola indikovana pre primar-
nu artrézu bedrového kibu. V marci roku 2016 pre dlhotrvaju-
ce bolesti v okoli operovaného kibu bola vykonana extrakcia
endoprotézy a bol zavedeny spacer s antibiotikami. V sep-
tembri 2016 v celkovej anestézii pod antibiotickym krytim
bola vykonana reimplantacia. Pooperacné bolesti boli prime-
rané, hojenie rany per primam intentionem, bez secernacie.
Pacient bol prelozeny na oddelenie fyziatrie a rehabilitacie.

Pri patrani po moznych zdrojoch vyznamnej bakteriémie
ako priciny hibokej infekcie endoprotézy lekari prvého kon-
taktu Uspesni neboli. Vytery z tonzil a z nosa boli negativne.
Kultivacny nalez v mo¢i bol tiez negativny. Infekéné loziska
na kozi pritomné neboli.

Terapeuticky zakrok

Dvojfazova operacia TEP coxae sin., v prvej faze extrakcia
pbévodnej TEP, dezinfekcia kostného 16zka vyplachmi a zave-
denie spaceru s ATB, v druhej faze po 6 mesiacoch reimplan-
tacia TEP coxae sin (necementovand). Po prepusteni pacient
uzival per os Dalacin 300 mg 1 — 1 — 1, ktory bol naordino-
vany na dalSie 3 tyZzdne, analgetikd podla potreby, prevencia
trombembolickej choroby.

Vyhodnotenie a mikrobiologicky aspekt
Diagnostika periprotetickej infekcie bola v tomto pripade
komplikovanejSia. Manifestacia uvolnenej endoprotézy ne-
bola vyrazna. Na zaklade subjektivnych priznakov pacienta
nebolo mozné jednoznacne vyslovit podozrenie na infekénu
etiologiu. Laboratérne nalezy, naopak, poukazovali na prebie-
hajldcu zapalovd aktivitu. Na rtg. obraze boli ndpadné oste-
olytické oblasti v okoli kibovej néhrady. Na zaklade tychto
objektivnych faktorov oSetrujuci lekar predpokladal infekénu
komplikaciu®. Kultivacia steru z povrchu extrahovanej endo-
protézy vSak bola negativna. Mozné dovody:
+ odber bol vykonany v ¢ase antibiotického krytia
* najpravdepodobnejsi vyvolavatel infekcie vytvoril na po-
vrchu kibovej nahrady biofilm. Ani sterom, ani zoskrabnu-
tim nemozno ziskat z biofilmu planktonické bunky etiolo-
gického agensu
+ absentovala poziadavka o prolongaciu kultivacie na 14 dni
* nebol pouzity sonikator na extrahované komponenty,
zvlast acetabularnu a femoralnu, ktory by biofilmovu Struk-
taru rozrusil a uvolnil tak planktonické formy mikroorganiz-
mu z povrchu endoprotézy. Jedine planktén vieme zachytit
kultivaciou na bezne dostupnych agarovych podach.

Zvysit uspesnost pri objasnovani identity mikroorganiz-
mu, ktory sposobi rozvoj periprotetickej infekcie, by pomohlo,
keby sa na mikrobiologicku analyzu odoslali:

« punktat z kibovej dutiny. Ide o zlaty $tandard v diagnos-
tike hibokych infekcii kibovych endoprotéz. Senzitivita
punkcii je 94 — 97 % a Specificita 88 — 98 %('9.

+ peroperacné biopsie periprotetickych tkaniv z réznych lo-
kalit. ESCMID odporuca 5 az 10 kuskov tkaniv z okolia pro-
tézy, kde prebieha zapal®.

Pri pouziti sonikatora sa odporuca nastavit parametre: niz-
ka frekvencia: 40 kHz, energia: 0,25 W/cm?. Jednotlivé Casti
endoprotézy vloZzime do nadob s roztokom a umiestnime do
pristroja. Odportca sa pouzitie Ringerovho roztoku. Endopro-
tézu je nutné osetrovat ultrazvukom aspon 5 az 6 minut. Po
skonceni cyklu je predpoklad, ze doslo k rozruseniu biofilmu
a Cast bakterialnych buniek sa uvolnila do roztoku. Vzniknutu
suspenziu, tzv. sonikat, je potrebné vytrepat na vortexe s cie-
'om jej homogenizacie minimalne 30 sekund. Na kultivaciu by
sa nasledne pouzil sonikat jeho inokulaciou na prislusné aga-
ry pre aerébnu a anaerébnu mikrobiologicku analyzu. Senziti-
vita kultivacie sonikatu je vyssia ako pri steroch z ran Ci povr-
chov endoprotéz, dosahuje az 80 - 85 % a Specificita je okolo
95 %™. Ako spbsob transportu sa odporuca striekacka s her-
meticky uzavretou ihlou alebo v nddobach systému BACTEC
pre aerébnu a anaerébnu kultivaciu®. (obrazok 1)
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Obrazok 1. Sonikator

S

(prevzaté z http://bandelin.com/prospekte/Bactosonic_Flyer_GB_
BANDELIN.pdf)

Diskusia a odporicania

Stery z povrchu endoprotéz sa dnes neodporicaju a po-
vazuju sa za najmenej vhodny typ vzorky na objasnenie etio-
logického agensu periprotetickej infekcie. Potvrdzuje to aj
prax vzhladom na vysoky podiel kultivacne negativnych ste-
rov. Pri¢inou je, Ze vacsinu periprotetickych infekcii spdso-
buju kmene so schopnostou tvorit biofilm na povrchu endo-
protézy®.

ESCMID odporuca po extrakcii jednotlivych komponentov
vystavit ich G¢inkom ultrazvuku s nizkou energiou a frekven-
ciami. Jeho cielom je dezintegrovat biofilm na povrchu en-
doprotézy a ziskat tak planktonické formy mikroorganizmov
bez poskodenia ich buniek.

Otazne je, kde by sa mali sonikatory nachadzat. Ci by ma-
li byt stcastou vybavy operacnych sal, alebo mikrobiologic-
kych laboratérii. V prvom pripade by lekari odosielali tekuté
vzorky, tzv. sonikat, do laboratéria na spracovanie. V druhom
pripade by museli posielat do laboratérii jednotlivé kompo-
nenty v sterilnych nadobach, tzv. kontajneroch, alebo nasu-
cho zabalené v sterilnych rukaviciach.

Dal$im zlatym Standardom su biopsie periprotetického
tkaniva poskodeného zapalom. Cim viac, tym lepsie a z roz-
nych lokalit. Je nutné nezabudat na poziadavku prolongo-
vanej kultivacie o jeden az dva tyzdne. Dévodom su poma-
ly rastice kmene stafylokokov s negativhou koagulazou,
tzv. small colony variants (SCV), ktoré po 24- az 48-hodino-
vej kultivacii nedokazeme zachytit a si najcastejSou prici-
nou mitigovanych, chronickych infekcii kibovych nahrad®@s.

Pri abscesoch sa odporic¢a odosielat na kultivaciu az
poslednti porciu hnisu, ktory vypifial dutinu. Dobré je uro-
bit aj niekolko sterov zo steny abscesovej dutiny, ¢o najhlb-
Sie ulozenej, aby sme sa vyhli kontaminacii vzorky a dostali
sa k miestam, kde prebieha aktivny zapal a granuldcia nové-
ho tkaniva. Kultiva¢né analyzy hnisu odobraného inak, ako je
tu zaznamenané, vedu k faloSne negativnym nalezom, ked-
ze obsahom hnisu su mftve biele krvinky a rozlozené bakte-
rialne bunky.

Skupina stafylokokov s negativnou koagulazou sa ne-
ustdle rozSiruje o nové druhy. Preto sa odporuca ich presnej-
Sia identifikacia hmotnostnou spektrometriou, tzv. metédou
MALDI-TOF, alebo pri tekutych materidloch pomocou me-
téd molekularnej bioldgie (real-time-PCR). Ak sa z opakova-
nej kultivacie viacerych vzoriek z réznych odberov nepotvrdi
rovnaky druh stafylokoka s negativnou koaguldzou, je moz-
né, ze ide o kontamindaciu vzorky z telesného povrchu. Vyslo-
vit zaver, Ze identifikovany mikroorganizmus je pévodcom in-
fekcie, m6Zeme na zéklade kultivaéného dékazu rovnakého
druhu so zhodnym antibiogramom z viacerych vzoriek z r6z-
nych lokalit (predoperacny punktat ziskany aspiraciou hnisu
z kibovej dutiny, peroperaéné biopsie periprotetickych tkaniv,
stery z viacerych miest v rane poskodenej zapalom).

Obaja pacienti dostali po¢as primarnych operacii pri zava-
dzani totalnych endoprotéz predoperacni antibioticku pro-
fylaxiu cefazolin (Kefzol) 2 g i. v. 30 minut pred operaciou
v sllade s najnovsimi odporuc¢aniami vydanymi Minister-
stvom zdravotnictva Slovenskej republiky(9. Biologicky pol-
Cas cefazolinu su 2 hodiny, ¢o staci na profylaktické krytie
3-hodinovej operdcie. Pri alergii na betalaktamové antibioti-
ka je alternativou klindamycin 600 az 900 mg i. v. podany 30
mindt pred prvou inciziou. Pri reviznych zakrokoch sa po-
dava klindamycin alebo ciprofloxacin 400 mg 2 hodiny pred
operaciou intraven6zne®'®. Klindamycin sa preferuje v tych-
to pripadoch hlavne pre jeho dobru priepustnost do kosti —
80 az 150 % sérovej hladiny prenika do kostného tkaniva('9,
Otazka pooperacnej profylaxie dodnes nie je vyrieSena v or-
topedickej obci. Vyznam a prinos réznych schém liSiac sa
dizkou a spdsobom podavania antibiotik po operécii nie je
dodnes podloZeny ziadnou studiou®™.

Zaver

V ¢lanku opisané kazuistiky ukazali, ze z mikrobiologic-
kého hladiska neboli vyuzité vSetky moznosti, ktoré su dnes
dostupné pri objasnovani priciny periprotetickej infekcie.
Vysoké percento faloSne negativnych ndlezov kultivacnych
analyz sa pripisuje na vrub nizkej informovanosti oSetruju-
cich lekarov, ¢o je nasledok nedostatoCnej spoluprace s le-
karmi v mikrobiologickom laboratériu. Zvysit podiel pozitiv-
nych kultivacii pomozu biopsie periprotetickych tkaniv, o by
mali byt vzorky prvej volby vzdy s poziadavkou na predize-
nu kultivaciu.

Z kazdodennej praxe vidime, aké nevyhnutné je, aby sa
zefektivnila komunikacia medzi lekarom mikrobiolégom a le-
karmi, ktori su v prvom kontakte s pacientom. Lekar mik-
robiolég by mal byt sucastou timu, ktory sa stara o pacien-
tov na oddeleniach s tazkymi infekciami, mal by kontrolovat
spravnost preskripcie antibiotik a branit ich nadmernému
pouzivaniu. Podielat by sa mal na informovani, ako spravne
odoberat klinické vzorky, ich mnoZstvo, rézne druhy a o sp6-
soboch ich transportu.

Zaujmom kazdého mikrobiologického laboratéria by mal
byt pokrok a snaha byt ¢o najuzitocnejsi pre pacienta. Aj pre-
to verim, Ze uz to nebude dlho trvat a metddy ako sonikacia
sa ¢oskoro stanu rutinou aj u nas.
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Novinky, nazory a pohlady

NositeIné medicinske zariadenia buducnosti.. mozno nie az takej

dalekej...

RNDr. Jan Radvanszky, PhD.

Ustav klinického a translagného vyskumu, Biomedicinske centrum, Slovenska akadémia vied,

Bratislava

Newslab, 2017; roc. 8(2): 123 - 125

V prvej Casti naSej novej rubriky sme nacrtli urcitu viziu
personalizovanej mediciny, Cize mediciny ,Sitej na mieru”.
Dotkli sme sa pritom aj tematiky ,nositelnych zariadeni”,
ktoré by mali umoznit kontinualne monitorovanie zaklad-
nych fyziologickych funkcii organizmu, rozSirujuc tak moz-
nosti diagnostiky a sledovania zdravotného stavu pacientov
vredlnom case. Pri vybere dnesnej témy sme sa rozhodli roz-
vinGt prave tuto tematiku, avSak z pohl'adu toho, ¢o nas prav-
depodobne ocakava za hranicami klasickych nositelnych za-
riadeni ako ich v stiCasnosti pozname. Znova, vzhladom na
tych Citatel'ov, ktorym sa nechce stravit dni az tyzdne Studo-
vanim nudnej vedeckej literatury, sa aj dnes odvoldavame na
¢lanok pisany popularizacnym Stylom. Vychodiskovym bo-
dom je tentoraz jediny ¢lanok londynskej reportérky ¢asopi-
su Nature Elizabeth Gibneyovej s nazvom The body electric
(2015; 5287580): 26-28), v ktorom sa Citatelia m6ézu docitat
o vybranej téme viac.

Vnimanie fyziologickych funkcii nasho tela je uz v stcéas-
nosti ,vylepSované” mnohymi nositelnymi zariadeniami, aky-
mi sU nase smart telefény, smart naramky alebo smart ho-
dinky. Tie v§ak maju zatial jeden velky spolo¢ny menovatel,
vSetky su od organizmu pomerne silno izolované, predstavu-
ju doslova externé zariadenia. Aktudlne sme v§ak svedkami
rozvoja, ktory s najvacsou pravdepodobnostou povedie k no-
vym generaciam nositelnych zariadeni, fungujlicim v ovela
uzSom prepojeni s organizmom, nez sme na to doteraz zvyk-
nuti. V tejto prirodzenej transformacii sa elektronika dostava
Coraz blizsie k nasmu telu, dokonca az do nasho tela, a po-
mali¢ky sa stéva jej integralnou sucastou.

Prvym krokom v tomto smere su bezdrétové senzory pri-
Inuté k pokozke, schopné zbierat z tela informécie ako tep-
lota, pulz, krvny tlak a frekvencia dychania a odovzdat ich na
hodnotenie externému zdroju. Nieco, ¢o si mozno najlepsie
vieme predstavit ako do¢asné smart tetovania. V tomto pri-
pade ma materidlovy vyskum za dlohu vytvorit latky schopné
zvladnut biologické funkcie pokozky ako ohnutie, natahova-
nie a zdurenie. Ako priklad sa d& uviest ,epidermalna elektro-
nika“ vo forme flexibilnych, biodegradovatelnych naplasti na-
podobriujucich do¢asné detské tetovania, avSak obsahujice
plejadu senzorov. Pri hribke priblizne 30 mikrometrov a plo-
che asi 3,5 cm x 2 cm si tu najdu miesto zariadenia ako tep-
lotny senzor, elektrokardiogramovy senzor, elektromyogra-
movy senzor, suciastky na radiofrekvenénu komunikaciu,
bezdrétova zdrojova cievka, anténa, LED, tenzometer, a iné.
Testované su pritom napr. na monitorovanie vitalnych zna-
mok v intenzivnej novorodeneckej starostlivosti alebo na

sledovanie znamok ochorenia u pacientov s Parkinsonovou
chorobou. Ako zaujimavost sa oplati pripomenut publikova-
ny test, v ktorom takato epidermalna elektronika ,nalepena”
na hrdle umoznila cez jej elektromyogramovy senzor neinva-
zivne sledovanie svalovej aktivity pocas reci. Umoznila na-
sledne rozoznat $pecifické vzory limitovaného suboru slov,
ktoré zase cez Specialny algoritmus schopny rozoznat tie-
to vzory umoznili hlasové ovladanie jednoduchej videohry
(Sokoban). Ina pracovna skupina sa rozhodla odputat od si-
likénového zakladu tychto elektronickych zariadeni a tes-
tovat moznosti pontkané organickymi elektronickymi ob-
vodmi. Podarilo sa im dosiahnut mikrometer tenky plastovy
film pomerne velkych rozmerov, nalozeny senzormi, ktory
je schopny fungovat ako ,elektronicka pokozka" zvladajlica
ohnutia a natahovania aj v takych namahanych oblastiach,
ako st kiby. Predstavte si vysoko $pecializované senzorické
elektronické zariadenie, ktorého vSetky elektronické aj sen-
zorické funkcie zostanu nedotknuté aj pri pokréeni ako kus
celofanového obalu zo sladkosti, pri vysokych teplotach ale-
bo aj vo vodnom prostredi. Schopné je pritom zbierat Uda-
je, ako je teplota, vlhkost, pulz a koncentracia kyslika v krvi.

Nezda sa vsak, Zze nositelné technoldgie ,planuju” zostat
na povrchu tela. Z hibsich oblasti organizmu sa daju extra-
hovat dalSie a dalsie fyziologické informacie, ¢o je vlast-
ne dovodom aj toho, preCo sa lekarske vySetrenia zacinaju
odberom a analyzou krvi. Tymto presunom z konvenénych
nositelnych zariadeni na implantovatelné vsak pribddaju aj
vyzvy, napr. ohladne toxicity, biokompatibility, stability, ovla-
dania a fungovania pristrojov vnutri ludského organizmu. Te-
tovanie aj v tomto pripade posluzi ako prirovnanie, tentoraz
vSak nie v detskej ,nalepkovej” forme, ale v jej trvalejSej verzii
injektovanej pod kozu. Syntetické detektory, napr. vo forme
karbonovych nanotrubic, zmieSané s gélovou latkou na ba-
ze vody sa mézu vstreknlt pod pokozku. Tieto nanotrubice
pritom mézu byt obalené polymérnymi Strukturami Specific-
ky rozpoznavajucimi konkrétny biomarker zaujmu. Ak dany
biomarker z krvi interaguje s polymérnou Strukturou, zmenia
sa aj vlastnosti samotnych nanotrubic. Biochemické zmeny
v krvi vedia takymto spésobom ovplyvnit napr. optické vlast-
nosti farby tetovania, naznacujic tak zmenu pH, hladiny oxi-
du dusnatého, sodika, glukdzy alebo inych latok.

V tomto bode sa v8ak invenénost nezastavi. Pracuje sa to-
tiz aj na novej generacii zariadeni implantovatelnych hibsie
do organizmu, napr. do srdca alebo do mozgu. V tychto pri-
padoch by mohli byt informacie zbierané priamo z organov,
aj terapeutické latky podavané priamo do organov urcenia,
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obchadzajuc tak nielen problém akutnych stavoy, ale aj mno-
hé systémové vedlajsie ucinky liekov. Pod intenzivnym vy-
vinom su flexibilné elektronické senzory, zaloZzené na baze
vodivych polymérov, schopné zachytit napr. charakteristic-
ké elektrické vzory mozgovej aktivity pacientov s epilepsiou
alebo Parkinsonovou chorobou. Testuji sa tiez organické
elektronické pumpy, schopné na zaklade elektrického vybo-
ja uvolnit malé nabité Castice liekov zo svojich rezervoarov.
S cielom dosiahnut lokalne elektronicky kontrolované poda-
nie lieCiv podla aktualnych potrieb pacientov sa tiez intenziv-
ne testuju moznosti spojenia takychto senzorov a iénovych
pump so schopnostou reagovat napr. na epilepticky zachvat
uvolnenim lieCiva priamo do potrebnej ¢asti mozgu. Podob-
nej technike sa tiez venuje pozornost s ciefom skumat moz-
nosti administracie analgetik priamo do miechy u pacientov
s chronickymi neuropatickymi bolestami. Kombinaciou im-
plantovatelnych senzorov so systémami administracie lie-
¢iv sa niektori vedci snazia dosiahnut rovno uvolfiovanie te-
rapeutickych latok v tele, pricom tieto terapeutika mozu byt
uloZzené v kapsule obklopenej polymérom, schopnej reagovat
na rézne latky pritomné v prostredi. Viziou do buduicnosti je
pritom moznost automatickej detekcie symptomu ochorenia
(cez konkrétny biomarker v krvi alebo iny meratelny prejav
ochorenia) s naslednou rychlou a automatickou administra-
ciou terapeutickej latky nielen do krvného obehu, ale dokon-
ca na konkrétne miesta urcenia v ramci organizmu.
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Doteraz testované ionové pumpy v§ak maju jednu velku
nevyhodu. Potrebujui mat vyrieSené elektrické napajanie a vy-
Zaduju spojenie s vonkajsim prostredim vo forme kablov, ¢o
predstavuje nielen nepohodlie, ale aj potencidlny zdroj infek-
cii. V pripade zariadeni nachddzajucich sa na pokoZzke a plyt-
ko pod nou su tieto problémy uz viac-menej vyrieSené. Na
zabezpecenie bezdrotového napdjania Casto vyuzivaju bliz-
ke magnetické polia, radiové viny alebo dokonca fotovoltic-
ké principy. Pri hibsie ulozenych zariadeniach vSak tieto sys-
témy zatial' nefunguju. Ako jedno z moznych rieSeni na tento
problém sa navrhlo vyuzitie konverzie pohybu tela na elek-
trickd energiu, napr. vo forme vyuzitia statickej energie gene-
rovatelnej pri nadychu a vydychu pacienta. Takyto nanogene-
rator moze vyuzivat napr. dva polymérové povrchy stlacené
medzi elektrody a prepojené do obvodu. Pri nadychu a vydy-
chu sa tieto povrchy zbliZia a oddialia tahajic medzi sebou
elektrény. Vzniknuty naboj vedie k toku rddovo miliampérov
prudu v obvode. Na zaklade ucelu zariadeni v§ak aj Glohy na
vyrieSenie mo6zu byt odlisné. V niektorych pripadoch je po-
trebné zabezpecit fungovanie implantovaného pristroja na
cely zivot pacienta, v inych je tato potreba ¢asovo limitova-
na. Na takéto pripady sa testuji biodegradovatelné bater-
ky, zaloZené na netoxickych latkach schopnych rozpustit sa
v organizme.
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Problémov na vyrieSenie je vSak viac, medzi inymi komuni-
kdcia nositelnych a implatovatelnych zariadeni s vonkajsim
prostredim. Pri bezdrétovych vysielaniach cez radiové viny je
nutné mysliet napr. na ochranu citlivych personalnych uda-
jov a na mozné hekerské utoky. Jednou z moznosti je znizit
mnozstvo prenasanych dat alebo absolltne nevyuzit radiové
viny na prenos informdcii. Na prenos signalu s nizkou frek-
venciou sa da vyuzit napr. samotna voda nachdadzajlca sa
v organizme, ktora moze navzajom spajat rozne zariadenia
v tele, pripadne aj externé zariadenie (smartfén) cez priamy
dotyk rukami, zabezpecujuc tak dostatocné sukromie. Inou

moznostou je zase spracovanie potrebnych informaécii pria-
mo zariadenim bez potreby vysielania informacii na exter-
né zariadenia.

Podla hlavicky nasho zdrojového dokumentu vyskumnici
checu popretkavat l'udské telo senzormi, ktoré mozu zbierat
mnozstvo Udajov, transformujlc tak zdravotnu starostlivost.
Pre zdravych ludi sa tato predstava méze zdat ¢udna, ba az
bizarna. Pre tych, ktori trpia potencidlnymi cielovymi ochore-
niami, to véak moze byt jedna z najkrajsich vizii. Je dolezité
pri Gvahach si uvedomit, na aké podporné zdravotné pristro-
je a zariadenia su tito pacienti odkazani dnes.

Spravne odpovede autodidaktického testu
z NEWSLABU 1/2017:

RNDr. Jan Radvanszky, PhD.

Ustav klinického a translagného vyskumu
Biomedicinske centrum, Slovenska akadémia vied
Dubravska cesta 9, 845 05 Bratislava

e-mail: jan.radvanszky@savba.sk

1. b 8. b 15. a
2. b 9. a 16. d
3. b 10. ¢ 17. a
4. d 11. a 18. ¢
5 a 12. a 19. b
6. b 13. b 20. c
7. a 14. a
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Uspeli sme v zahraniCi

Europsky kongres ECCMID 2017 a slovenski parazitologovia

RNDr. Vojtech Boldis, PhD.
Medirex, a. s., Bratislava

Newslab, 2017; roc. 8(2): 126

TohtoroCny 27. eurdpsky kongres klinickej mikrobioldgie
a infekénych choréb ECCMID 2017, ktory sa konal koncom
aprila vo Viedni, sa skoncil rekordnou tUc¢astou. Na konferen-
cii bolo pritomnych 12 494 udi zo 126 krajin celého sveta. I$-
lo o multiodborové stretnutie laboratérnych, klinickych a ve-
deckych pracovnikov, ktori sa zaoberaju mikrobiologickou,
mykologickou, virologickou a parazitologickou problemati-
kou. Prezentované boli najnovsie poznatky v oblasti klinic-
kej mikrobiolégie a infekénych ochoreni s dérazom na aktu-
alne objavy v laboratérnej diagnostike, v terapii a prevencii
infek¢nych ochoreni. Podujatie bolo rozdelené do viacerych
sekcii: sympdézii, kli€ovych lekcii, prednasok, posterov, in-
tegrovanych sympozii organizovanych komerénymi firmami,
edukacnych semindarov a stretnuti s expertmi v danych od-
boroch.

Aktivne sa zUcastnit na tejto celosvetovej akcii nie je jed-
noduché, a to z dévodu velmi prisnej revizie odbornych pri-
spevkov. Nam sa vsak podarilo uspiet s pracou s nazvom
LSerological diagnosis of human toxocarosis with a focus
on detection of IgA anti-Toxocara antibodies”, ktoru pripra-
vil kolektiv autorov RNDr. Vojtech Boldis, PhD., doc. RNDr.
FrantiSek Ondriska, PhD., a Mgr. Simona Lipkova (obrazok 1).

Obrazok 1. Vojtech Boldis pocas prezentacie a diskusie prispev-
ku na kongrese ECCMID 2017 vo Viedni

Viac informacii k problematike v nasledujtcich odbornych €lankoch:
LITERATURA

1. Antolova D, JarCuska P, Jani¢ko M, et al. Hepameta Team. Seropreva-
lence of human Toxocara infections in the Roma and non-Roma popula-
tions of Eastern Slovakia: a cross-sectional study. Epidemiol Infect 2015;
143: 2249-2258.

2. Boldi$ V, Ondriska F, Spitalska E, Reiterova K. Immunodiagnostic ap-
proaches for the detection of human toxocarosis. Exp Parasitol 2015;
159: 252-258.

V §tudii sme sa zaoberali infekénym ochorenim zndmym pod
nazvom humanna toxokardza. Toxokardza je jednou zo za-
vaznych zoondz, ktora je spésobend larvami parazitickych
Cervov Toxocara canis (Skrkavka psia) a T. cati (Skrkavka
madacia; (obrdzok 2). Clovek sa nakazi pozitim vaji¢ok, kto-
ré pochadzaju z vykalov definitivneho hostitela (pes alebo
macka). Na Slovensku je vyskyt larvélnej toxokardzy vysoky
a stale narasta v suvislosti so zvySujicim sa po¢tom psov
a maciek. Ochorenie je vyvolané migrujucimi larvami Skrka-
viek, ktoré sa dostdvaju do roznych fudskych organov. Rutin-
na diagnostika humannej toxokardzy je zalozena na detek-
cii Specifickych protilatok triedy IgG. Na rozliSenie akutnej
a chronickej infekcie v§ak detekcia IgG Specifickych protila-
tok nie je postacujuca. Z tohto dovodu sme imunodiagnosti-
ku humannej toxokardzy rozsirili o detekciu IgA antitoxoka-
rovych protiladtok, o determinaciu avidity IgG Specifickych
protilatok proti Toxocara spp. a v neposlednom rade o ziste-
nie hladin eozinofilov ¢i celkovych IgE protilatok vySetrova-
nych pacientov, ktoré patria medzi vyznamné markery a do-
pifiaji nami vytvorenu sérologicko-diagnosticki mozaiku
toxokarozy.

Obrazok 2. Uvolnenie larvy T. canis z vajiCka, nativny preparat
(fotografia: V. Boldis)

.
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v #

3. Elefant GR. Human toxocariasis: humoral response (IgG, IgA and IgE)
anti-Toxocara canis and clinical-laboratorial correlation in patients follow-
ing chemotherapy. Rev Inst Med Trop S Paulo 2004; 46: 76.

4. Ondriska F, Macuhova K, Melicherova J, et al. Toxocariasis in urban en-
vironment of western Slovakia. Helmintologia 2013; 50: 261-268.

RNDr. Vojtech Boldis, PhD.
Medirex, a. s.

Galvaniho 17/C, 820 16, Bratislava
e-mail: vojtech.boldis@medirex.sk
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Zakladnou ideou podujatia je poskytnutie priestoru na prezentaciu mladyr;m pracovnikom v laboratérnej medicine,

ktori sa tak budi moct podelit s ostatnymi o svoje pracovné skdsenosti a nadobudnit vzajomne aj mnozstvo — , . : e
novych vedomosti. Preto ak splfiate zakladnd podmienku — vek do 35 rokov — prihlaste sa ako aktivny Gcastnik VT o
a predstavte sa v rdmci programu podujatia so svojou odbornou prezentaciou alebo posterom (téma je lubovolna). ¥ S
a % r- . ogal
Registracia aktivnych ucastnikov je podmienena zaslanim abstraktu najneskér do 30. 9. 2017 prostrednictvom - $ .’ ": 4
webovej stranky www.medirexgroupacademy.sk, v sekcii Odborné podujatia. 2 I
d "

Na podujati bude vyhodnotena najlepsia prednaska aj najlepsi poster. Vyhercovia budd odmeneni hodnotnymi
cenami.

Registracia pasivnej Ucasti je bez vekového obmedzenia. Vasu Gcast, prosim, potvrd'te takisto prostrednictvom ,
webovej adresy www.medirexgroupacademy.sk v sekcii Odborné podujatia do 3. 11. 2017.
Ucast je bezplatna. -
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HLAVNY ORGANIZATOR INFORMACIA 0 KREDITOCH
MEDIREX GROUP ACADEMY n. o. Podujatie je zaradené do kontinualneho medicinskeho vzdelavania Slovenskej
lekarskej komory a bude hodnotené kreditmi.
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ODBORNY GARANT PODUJATIA KOORDINATORKA PODUJATIA
MUDr. Anna Stecova, CSc. Mgr. Laura Lippova
Medirex, a. s., clen MEDIREX GROUP Tel.: +421 918 321 047

E-mail: laura.lippova@medirexgroup.sk
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PROGRAMOVY VYBOR

MUDr. Peter Krizan, CSc., Medirex, a. s., €len MEDIREX GROUP | MUDr. Katarina Vlnieskova, Medirex, a. s., clen MEDIREX GROUP | MUDr. Silvia Remiasova,
Medirex, a. s., €len MEDIREX GROUP | MUDr. Eleonéra Molnarova, Medicyt, s. r. 0., Elen MEDIREX GROUP | MUDF. Eva Durovcova, PhD., Medirex, a. s.,

¢len MEDIREX GROUP | MUDYr. Jan Lazur, Medirex, a. s., clen MEDIREX GROUP | MVDr. Alica Elbertova, Medirex, a. s., ¢len MEDIREX GROUP | MUDr. Pavol
Janega, PhD., MEDIREX GROUP ACADEMY n. o., ¢len MEDIREX GROUP | MUDr. Emilia Mikova, Medirex, a. s., €len MEDIREX GROUP | RNDr. Csilla Patasi, PhD.,
Medirex, a. s., len MEDIREX GROUP | Mgr. Simona Durankova, Medire, a. s., clen MEDIREX GROUP






