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Desaté vyroci Beckman Coulter
v koncernu Danaher

Kdyz se fekne Danaher, tak si asi vétSina zakaznikt Beckman Coulter nespoji toto jméno s nasi
spolecCnosti. Pfesto je Beckman Coulter jiz 10 let soucasti tohoto koncernu. Pro nékteré z Vas
muze byt také prekvapivé, Ze vtomto koncernu jsou i jiné Vam velmi dobfe znamé spolecnosti
jako je Phenomenex, Cytiva (dfive ¢ast GE Healthcare Life Sciences), Radiometer, Cepheid,
Pall, Hach, Sciex, Leica Biosystems a Leica Microsystems, Molecular Devices a Integrated DNA

Technologies (IDT).

Danaher sdruzuje vice nez 20 spolecnosti s 59 tisici
zaméstnanci po celém svété (https://www.danaher.
com/our-businesses/business-directory).

Rada spole&nosti Danaher pfispéla v boji proti
onemocnéni COVID-19. Nejen v diagnostice tohoto
onemocnéni jako nové uvedené soupravy Beckman
Coulter na stanoveni IgM, IgG a antigenu, ale také
se podilely na vyzkumu a vyvoji vakcin proti SARS-
COV-2 (https://www.danaher.com/covid-19-re-
sponse).

MoZna se zeptate, co tyto spolecnosti kromé spo-
le¢ného vlastnika spojuje, kdyz nevystupuji pod
stejnou znackou jako jiné velké nadnarodni kon-
cerny. Danaher u vSech svych spole¢nosti aplikuje
standardizované nastroje pro zvyseni efektivity slu-
zeb poskytovanych nasim zakazniklim pod ndzvem
Danaher Business System (https://www.danaher.
com/how-we-work/danaher-business-system).

Desaté vyrodi je prilezitosti k bilancovani, co nam
zaclenéni do tohoto koncernu pfineslo. Diky spo-
le¢nosti Danaher citime stabilni zazemi z pohledu
investic do novych vyrobkUl a technologii. Pfikladem
muze byt uvedeni robotické linky DxA 5000 a v le-

Vojtéch Drbohlav
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tosnim roce mensi varianty DxA 5000 Fit vhodné
pro stfedni a mensi laboratore. Pfipadné velmi oce-
kdvany novy imunochemicky analyzator DxI 9000.
Vyznamnym rozSifenim nabidky pro vyzkumné la-
boratore je sorter bunék CytoFLEX SRT.

Od fijna 2020 je soucdasti tymu Beckman Coulter
Ceska republika zastoupeni spole&nosti Phenome-
nex vedené v Ceské republice Ing. Pavlinou Nimrich-
ter. Phenomenex se stal soucasti skupiny Danaher
vroce 2017. Timto mi dovolte, abych Pavlinu pfivital
do rodiny Beckman Coulter Ceska republika a pre-
dal ji slovo, aby Vam na dalsi strdnce Phenomenex
a jeho produkty predstavila.
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Dékuji Vojtovi za uvedeni a sou€asné za podporu,
kterou nam firma Beckman Coulter poskytuje. Je mi
velkou cti Vam pfedstavit novou pobocku americké
firmy Phenomenex www.phenomenex.com, ktera
byla oficidlné oteviena 1. fijna lonského roku, a stala
se tak dalsim ¢lenem skupiny Danaher, ktery ma
pfimé zastoupeni v Ceské republice a na Slovensku.

Phenomenex je svétovym vyrobcem UHPLC, HPLC
kolon, GC kolon, produktl pro p¥ipravu vzork( a dal-
Siho chromatografického pfislusenstvi.

phenomenex

breaking with lradition

Spolecnost byla zalozena v roce 1982 Fashou
Farshad Mahjoorem za ucelem distribuce chroma-
tografickych kolon a uz o dva roky pozdéji se pustila
do jejich vyroby. Zasadnim zlomem byl rok 1996,
kdy byla na trh uvedena fada HPLC kolon LUNA,
ktera patfi dodnes k nasim hlavnim pilifiim a nasla
si tisice spokojenych zakaznikl po celém svété,
ktefi denné ocenuiji jeji kvalitu. Uz o rok pozdéji byla
uvedena fada GC kolon ZEBRON. Jsme si jisti, Ze
kazdy analytik bude znat nds$ dalsi unikat, kterym
jsou kolony KINETEX s core-shell technologii, ktera
znamenala zasadni posun v analytické chemii. Nase
produktova fada dale zahrnuje HPLC/UHPLC kolony
AERIS Core-Shell pro bioseparace, kolony GEMINI,
SYNERGI, chirdini kolony LUX, preparativni kolony
AXIA, produkty pro extrakci na pevné fazi STRATA,
STRAXA-X a mnoho dalSich chromatografickych
produktll, bez kterych se zadny analytik neobejde.
V letoSnim roce ptichazime na trh s vlastni fadou
nhano kolon bioZen.

Rada bych uvedla, ze naSe firma nepatfi k zadnym
novacklim v obou zemich, a to diky vice nez dvaceti-
leté distributorské spolupraci. Mozna se ptate, proc
tedy nastala tato zména. Jsme svétovym technolo-
gickym lidrem, ktery se zavazal vyvijet nova feseni
v analytické chemii a poskytnout maximalni technic-
kou podporu svym zakaznikim. Klademe obrovsky
didraz na kvalitu jednotlivych produktl, kdy i mala
odchylka mtze ovlivnit samotnou analyzu. Jako vy-
robce mame naprosty dohled nad celym procesem
od vyroby az po dodani koncovému zakaznikovi.
Cilem Phenomenexu a souc¢asné skupiny Danaher
je poskytnout pfimou, a tudiz tu nejlepsi podporu
svym zakaznik(m.
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Vy, nasi zakaznici, jste hnacim motorem naseho
Usili v oblasti vyzkumu a vyvoje. Jsme hrdi, Ze jsme
se zaradili mezi dalsi zemé, které maji pfimé zastou-
peni, a mohou tak vyuzit veskeré vyhody podpory
samotného vyrobce.

Ing. Pavlina Nimrichter, obchodni Feditelka pro CZ
a SK (Murmanskd 1475/4, 10000 Praha 10;
Digital Park II, Einsteinova 23, 851 01 Bratislava);
cz-info@phenomenex.com
sk-info@phenomenex.com



Rozhovor s prof. Vojtéchem Thonem:
Jak nam pomuze ockovani.
A pomuze?

Epidemie , oslavila" rok svého piisobeni nejen

v Cechdch, ale i ve svété. Co Vy ze svého
odborného hlediska povazujete za klicové ke
zvlddnuti takové epidemie?

Myslim si, Ze pro zvladnuti epidemie je velmi dlle-
Zité porozuméni, o¢ se zde jednda. To znamena znat
etiologii, tedy to, co vyvolava dané onemocnéni.
A my vime jednoznacné, ze je to novy koronavirus
SARS-CoV-2. Ale soucasné s tim je také podstatné
védét a pochopit patogenezi, jakym zplsobem se
rozviji onemocnéni COVID-19. Je zde tedy velmi
podstatny rozdil mezi pouhou infekci novym koro-
navirem SARS-CoV-2 a onemocnhénim COVID-19,
nebot patogeneticky mechanismus uz neni pouze
infek¢nim onemocnénim, ale jevi se, Ze ma kom-
plexni autoimunitni charakter. A to je pro zvladnuti
onemocnéni jako takového, a tim padem také celé
epidemie, naprosto zasadni. My se musime umét

Vojtéch Thon, Miroslav Janosik

branit danému viru jako takovému, ale sou¢asné
musime umét |é¢it dlsledky rozvoje této infekce,
které pak uz prechdazeji do pfremrsténosti imunitni
reakce. Fakticky dochazi k poskozeni vystelky cév
a rozvoji endotelitidy a vaskulitidy.

Jak vidite ulohu o¢kovdni v boji proti koronaviru?

Musime si uvédomit, kde je brana vstupu této in-
fekce do organismu ¢lovéka. Zde je jednoznacné
slizni¢ni cestou, a to zejména pres sliznice dycha-
cich cest. Idealni by proto bylo mit vakcinu, ktera
plsobi jako vakcina slizni¢ni. Tuto v soucasné dobé
vSak nemame k dispozici. Mame vsak jiné typy mo-
dernich vakcin, které se aplikuji parenteralnég, to
znamena, ze jsou podavany do svalu. Vyvolavaji tim
padem systémovou odpovéd, pficemz tyto nové mo-
derni vakciny jsou pfipravené genetickou technolo-
gii, takZe dostavame do naseho organismu ne pfimo
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antigen jako takovy, ale genetickou informaci o té
¢asti viru, ktera po prepisu na protein umoznuje, aby
imunitni systém mohl reagovat. Takto sice primarné
neziskdvame pfimo slizni¢ni imunitni odpovéd jako
takovou, ale v ramci komplexni patogeneze, kdy
muze dochéazet také k virémii, kterou je tfeba zasta-
vit, mlzeme témito vakcinami branit rozvoji tézkého
pribéhu onemocnéni COVID-19, a tim také umr-
tim. A to proto, Ze tyto vakciny jsou vytvorené tak,
Ze jsou schopny vyvolat jak specifickou buné¢nou
imunitni odpovéd, tak také specifickou protilatkovou
odpovéd. TakZe ony se v podstaté chovaji tak, jako
by byly zivymi vakcinami. Je to imunologicky velmi
vyznamné, nebot u téchto vakcin je mozné poddvat
druhou davku pozdéji, a to dokonce s lepSim efek-
tem rozvoje obranné imunitni odpovédi.

To znamena, Ze témito modernimi vakcinami tedy
neziskavame pouze protilatkovou imunitni odpo-
véd, v tomto pfipadé systémovou, ale také bunéc-
nou imunitni odpovéd. A tyto dohromady jsou pak
schopny zabranit rozvoji tézké formy onemocnéni
COVID-19. Spojeni a propojeni smérem ke slizni¢-
Virus, ktery se dostava do organismu jakozto pato-
gen, mlze svymi faktory virulence vytvofit slizni¢ni
|ézi s disledkem prolomeni bariéry. | kdyz je SARS-
CoV-2 virus novym koronavirem, ¢lovék se jiz dfive
bézné setkaval s dalsimi 4 typy lidskych koronavir(.
Nenf zcela naivni. Takze zde pak mame ze véech uhll
pohledu moznost funkéniho propojeni, byt i sekun-
darné, nejen slizni¢ni imunitni odpovédi, kterou
ziskdvame pfirozenou infekci, ale také systémové,
fakticky povakcina¢ni odpovédi.

Na rizikovou &ast populace je potfeba zacilit, pro-
toze v pripadé rozvoje COVID-19 umiraji mnohem
Castéji nez ti, ktefi v riziku nejsou. Odborné je to na-
prosto jasna zaleZitost. Prvofady vyznam ockovani
je pro ty, ktefi jsou s komorbiditami v riziku. Tito pa-
cienti umiraji ¢astéji a samozrejmé& mohou mit také
téZsi prlibéh onemocnéni COVID-19. Takze potrebuji
zdravotni péci v nemocnicich. Ato je jak pro daného
Clovéka, tak pro spole¢nost, nesmirné zavazné. Tim
pak muze dojit k tomu, Ze se systém zdravotni péce
zahlti, a tomu je potfeba branit. Spravné pouzité
vakciny to jiz od Ucinku prvni davky dokazi udélat.
Proto je povinnost se zaméfit na tu ¢ast populace,

ktera je nejrizikovéjsi. Rizikova populace je defino-
vana komorbiditami, jako je nadvaha nebo obezita,
tzn. prozanétlivé stavy, ale také kardiovaskularni
onemocnéni, pfipadné dalsi. Takze to neni pouze
vék, feknéme nad 65 let, ktery mlze byt s témito
onemocnénimi spojovan. | mladsi populace, pokud
je v riziku, by méla byt také preventivné chranéna
onim ockovanim. Tedy odpovéd na Vasi otazku, na
koho zacilit, je zfejma. Na rizikovou ¢ast populace.
Tim padem nemusi byt hned ockovano plosné, ale
stadi takto cilené zajistit ten zaklad a mizeme fak-
ticky béhem 8-10 tydn( otevirat nasi spole¢nost.
U nds jsou o tom ode mé odborné informovani, jak pi-
semng, s védeckymi mezinarodnimi daty a studiemi,
tak i médii, vSichni odpovédni ustavni Cinitelé jiz od
6.ledna 2021.1s imunologicky zfejmou skutecnosti,
ze pii nedostatku vakcin je nejprve nutno ockovat
prvni davkou a druhou staci podat pozdéji. Odpo-
védni predstavitelé vSak na tyto informace nebrali
zietel, se véemi dlsledky zbytecnych amrti tisicl lidi
a s kolapsem zdravotnictvi v CR na za&atku brezna,
na rozdil od Spojeného kralovstvi, kde takto zacali
ockovat 10. ledna jednou davkou a jiz na konci nora
zachranénou adaptovanou spole¢nost zacali otevirat.

Jiz jsem uved|, Ze tyto moderni vakciny vyvolavaji
jak bunécénou, tak protilatkovou odpovéd, ale zdlrraz-
Auji tu bunécnou ¢ast specifické imunitni odpoveédi.
Nebot toto ockovani chranijiz po prvni davce podané
vakciny nezavisle na tom, zda se jedna o mRNA vak-
ciny nebo o vakcinu, ktera je vektorovou vakcinou.
Takto vSechny chrani za 3 tydny pravé klinicky tak,
ze se nerozviji tézka forma COVID-19 a stav, ktery by
ved| k umrti. Podstatné je to, ze je to za 3 tydny. Druha
davka pak mlize byt podana s vétsim ¢asovym odstu-
pem, jakmile bude vakcin dostatek. To znamena, ze
muzZeme naocCkovat ¢ast nasi populace velice rychle,
a to pravé tu, ktera je rizikova.



Kolektivni imunita se vytvafi kontinualné a uz fak-
ticky zacala fungovat. Samoziejmé to zavisi na tom,
v jaké fazi pandemie je, protoze pokud zde stéle
jesté mame velké mnozstvi téch, ktefi jsou naivni
a budeme-li mit ohnisko, tak tito se nakazi, a mo-
hou prejit i do onemocnéni COVID-19. Ale pokud
bychom uz nyni neméli ve hfe kolektivni imunitu,
situace by byla jesté mnohem horsi, nez je. Aby-
chom dosahli vysokého stupné kolektivni imunity pfi
soucasnych novych mutacich viru, tak se odhaduje,
Ze by se méla takzvana promofenost pohybovat az
kolem 80 %. My toho mizeme dosdhnout v kom-
binaci pravé téch vakcin, ale i toho, Ze uz zde rok
epidemii mame. Jedna se jiz nyni o desitky procent
lidi, ktefi se v nasi populaci s virem SARS-CoV-2
setkali. Nékteri méli stfedné tézky nebo tézky pru-
béh onemocnéni a néktefi mirnéjsi prliibéh one-
mocnéni a mnozi si toho ani nemuseli vSimnout.
Takze je zde i diagnosticka stranka stanoveni, také
i s moznosti sledovani adapta¢ni dynamiky na Urovni
vytvoreni specifické imunity, s laboratornim vyhod-
nocenim pamétovych protilatek. Pro toto poznani
je to velmi vyznamné a spolupracujeme i s WHO.

Myslim si, Ze je to velmi podstatna zalezZitost a du-
lezitd cesta. Protoze ten, kdo uz se setkal s touto
virovou infekci, ktera se chova také jako oportunni
infekce, a velka ¢ast populace to nemusela ani vé-
dét, si zacal vytvaret imunitni pamét. A my mlzeme
v tomto pfipadé, i kdyz se jedna o slizni¢ni imunitni
systém, ktery se aktivuje, nalézt také systémovou
imunitni odpovéd. Nemusi to byt ve vsech pfipa-
dech, ale mozné to je. Paklize zachytime i pamétové
protilatky sérologicky, tzn. na Urovni systémové imu-
nity, vime, ze zde tato infekce probéhnout musela.
A tim padem ten &lovék v dané chvili nepotrebuje
vakcinu a mlize ji rezervovat tomu, kdo se s infekci
nesetkal a kdo ji skute¢né potfebuje a komu za-
chrani zivot. Jak jsme si fekli, vSsechny vakciny, které
mame nyni k dispozici, jiz po prvni davce za 3 tydny
po jejim podani zachranuji zivot.

V podstaté bychom méli udélat pravé to, co jsem
fikal. A to se zde zcela zanedbalo. BohuzZel se in-
fekce dostala k seniorlim, kam se dostat neméla. To
je selhani, ke kterému bohuzel doslo, a tim padem
mnozi toto neprezili. My zde uz ale mame dva a pll
mésice vakciny a pfitom ani ty nevyuzivame sprav-
nym zpusobem. Je potfeba aplikovat vakciny nejprve
v prvni davce tém, ktefi jsou v riziku, a i to malo
vakcin, co CR postupné v soucasnych dodavkach
dostava, je dostatecné k tomu, abychom predevsim
je ochranili. Vsechno ostatni je navic. A viibec neni
od véci si uvédomit, Ze imunitni systém potrebuje
pravé antigenni stimulaci. Neni mozné si myslet, ze
se pred timto virem navzdy schovame za néjaké
otvory v téle ucpavajici respiratory. Naopak. Tento
virus a i dalSi mikroorganismy jsou vSude kolem nas
a nas organismus je vybaven kvalitnim imunitnim
systémem, abychom dokazali tyto vyzvy zvladat, a to
aktivné. Nikoliv tak, abychom pred nimi pouze uti-
kali nebo se schovavali za néjaké stale sofistikova-
néjsi respiratory, pficemz néktefi lidé s obstrukénimi
chorobami v nich nemohou ani pofadné ventilovat
a sliznice fyziologicky prodechnout. A nejsme také
bez léCby, véetné véasné podpurné lokalni 1écby
(napf. organicky vazany jod ve formé kloktadla) i cel-
kové, bézné dostupnymi léky a jejich kombinacemi.
A nezapominat pfitom, Ze se musi u COVID-19 branit
i porucham krevniho srazeni a ze i zde mohou byt
k dispozici i pfimo plsobici peroralni antikoagulan-
cia, také zachranuijici zivot.

Prof. MUDr. Vojtéch Thon, Ph.D. je imunolog

a alergolog. Plisobi v Centru RECETOX
Masarykovy univerzity a AKIMED v Brné.

Odbornik zabyvajici se zdravim populace, principy
bezpelné vakcinace a diagnostikou a lé¢bou
poruch imunity, alergickych a autoimunitnich
chorob. Je ¢lenem vyzkumné skupiny Metabolomika
a cilend proteomika Centra RECETOX Masarykovy
univerzity. Je autorem fady odbornych

praci a kontinudiné se vénuje pregradudini

a postgradudini vyuce studentli na Masarykové
univerzité v Brné a dalsich, vcetné Karlovy
univerzity.



Druhy protilatek

Protilatky mizeme tfidit rliznym zplsobem. Nej¢as-
t&jsi tfidéni je podle typu imunoglobulinu a s tim
Uzce souvisejici i ¢as, kdy po vzniku onemocnéni
vznikaji a jak dlouho pretrvavaji zvysené. Z tohoto
pohledu existuji tfi zakladni skupiny protilatek —
skupiny IgA, oznacované jako protilatky slizni¢ni.
Jsou projevem vstupu viru do organizmu ne proje-
vem rozvinutého onemocnéni. DalSim typem jsou
protilatky tfidy IgM, které se objevuji v ¢asné fazi
onemocnéni, obvykle mezi 1-3 dnem infekce a jsou
projevem celkového napadeni, Cili manifestace one-
mocnéni. Tento druh protilatek pfetrvava nejcastéji
30 dnll. Za nejdilezitéjsi jsou povazovany protilatky
tfidy 1gG, vypovidajici o tom, ze se ¢lovék setkal
s infekci. VétSinou relativné brzy ze své maximalné
dosazené hodnoty poklesnou, ale dlouhodobé pre-
trvavaji.

Druhé déleni protilatek vyhazi z toho, proti které
¢asti viru jsou protilatky tvoreny. Virové proteiny
vyplyvaji ze schématického viru, viz obrazek 2. Nej-
dulezitéjsi je spike glykoprotein. Védci zjistili, Ze ko-
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ronavirus vyuziva tento glykoprotein pro specifické
navazani na receptory angiotenzin konvertujiciho
enzimu (ACE2), ktery je obsazen na vnéjsi strané
bunék epitelu dychacich cest. Proto dokazeme-li
vytvofit nebo dodat télu protilatky blokujici tuto
vazbu, minimalizujeme moznost vstupu viru do bu-
nék, a tim vyrazné snizujeme i riziko infekce. Dale
existuji protilatky proti vSem ostatnim proteiniim,
uvedenym na schématu. Vyznam téchto protilatek
pro boj s infekci je podstatné mensi nez antispi-
kovych.

Ve FN Plzen jsou nejCastéji vySetfovany protilatky
pfi diagnostice akutniho podezieni na COVID-19
u pacientd, u kterych se projevily pfiznaky, a RT -
PCR bylo negativni. Dalsim divodem vysetieni je
vyhodnoceni imunitni odpovédi u pacientl se za-
vaznym pribéhem onemocnénim nebo v epidemio-
logickych prizkumech promofenosti v rizikovych
skupinach. Takovymi skupinami jsou napf. zdravot-
nici, zachranéfi, hasici, pfislugnici Policie CR apod.
V neposledni fadé je mozné ve FN Plzen vysetfit
protilatky i u laické verejnosti (jako samoplatci), ktefi
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Obr. 1 Znazornénf doby vzniku a pfetrvavani jednotlivych Ig protilatek



Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
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Obr. 1 Zdroj: Encyclopaedia Britannica

chtéji védét, zda se jiz v minulosti setkali s infekci
SARS-CoV-2 a zda maji imunitni odpovéd.

Jak vysetrovat a jak posuzovat vysledek

V zasadé staci védét, zda ¢lovék ma nebo nema
protilatky. Ve Fakultni nemocnici Plzen je poskyto-
van Ciselny vysledek, coz umoznuje posoudit vyvoj
hladin protilatek IgG — stoupani nebo pokles.

Protilatky IgG u zaméstnanct FN Plzen

Zajem o vySetieni protilatek IgG, ktery probihal sou-
¢asné s vySetfenim hladiny D vitaminu byl a stale je
obrovsky. VySetfeno bylo zatim pres 2000 zamést-
hancu a pozitivni protilatky byly zjistény u 8,9 %
osob. Prakticky ve 100 % pfipadl byly protilatky
pfitomny tam, kde bylo RT- PCR pozitivni a nemocny
mél priznaky onemocnéni. Zde platilo, ze ¢im tézsi
pribéh onemocnéni nebo ¢im starsi nemocny, tim
vysSi hladina protilatek. Vyskytly se ale i situace,
kdy se RT-PCR s vySetifenim protilatek doplfiovalo -
negativni RT-PCR, typicky pribéh COVID-19 a byly
nalezeny protilatky IgG. Existovaly i opacné situace,
kdy bylo RT-PCR pozitivni a nebyly pfitomny zadné
klinické priznaky onemocnéni a soucasné ani my
jsme neprokazali IgG protilatky, tudiz se jednalo
o faleSnou pozitivitu RT-PCR.

A jak je to s o¢kovanim, kdyz ¢lovék COVID-19 jiz
prodélal? Prodélana infekce nepochybné spoleh-
livé chrani pfitomnymi protilatkami proti reinfekci.
Vyjimky jsou velice ojedinélé. Spolehlivé hladiny
protilatek existuji 3—6 mésicl a poté postupné kle-
saji. Po prodélané infekci je mozné ockovani od-
lozit, nikoliv vSak zcela vynechat. Po prvni davce
ockovani stoupaji hladiny IgM i 1gG protilatek. Jiz

tyden po druhé davce vsak vétsSinou dochazi k vyraz-
nému vzestupu lgG protilatek. Hladiny po ockovani
jsou ve vétsiné pripadd az 10x vyssi nez po prodé-
lané infekci.

RT-PCR pozitivita po o¢kovani

FN Plzen ma zatim jen ojedinélé zkuSenosti s vy-
skytem pozitivity RT-PCR po aplikaci druhé davky
ockovani. Pfi vysetteni protilatek u téchto osob jsme
zaznamenali 3 rlizné situace. U tfi zdravotnickych
pracovnikUl, ktefi soucasné s pozitivitou RT-PCR
méli i klinické pfiznaky COVID-19 a hladina protila-
tek byla podstatné nizsi, nez jsme zvykli po druhé
ockovaci latce. U dvou pacientll ve véku 93 a 94 let
14 dni po druhé davce, byla prokazana pozitivita
RT-PCR a byly i klinické pfiznaky. Protilatky u téchto
pacientl nebyly vibec prokazany. Vysvétleni pro
neptitomnost protilatek zatim nemame. U osmi
zameéstnankyn FN Plzen jsme prokazali sice po-
zitivni RT-PCR a nebyly pfitomny klinické znamky
onemocnéni COVID-19. Hladina protilatek byla to-
tozna s hladinou béznou u ostatnich zaméstnanci
po druhé davce ockovani. Zde se domnivame, Ze se
jednalo o faleSnou pozitivitu RT-PCR.

V budoucnosti planujeme vysSetfovat protilatky
u nemocnych i zaméstnancl nasledujicim zpuso-
bem:

e Dojde-li k neshodé mezi klinickym obrazem
a vysledkem RT-PCR.

e Dojde-li ke vzniku infekce po aplikaci druhé
ocCkovaci davky.

o Plosné vysetreni protilatek u zaméstnancl
FN Plzen.

e Placena sluzba pro vefejnost.



Metoda stanoveni IgG SARS-CoV-2
Tato chemiluminiscenéni imunochemicka analyza
vyuziva paramagnetické ¢astice s rekombinantnim
proteinem SARS-CoV-2 s receptorovou vazebnou
doménou S1 a dale monoklonalni protilatkou proti
lidskému IgG.2 Jedna se o nekompetitivni imunoana-
lyzu. Kalibra¢ni kfivka je na obrazku 1.

Pouzité komeréni kontrolni vzorky byly v ob-
lasti negativni a pozitivni (30,4 AU/ml). Casovy
pribéh méreni kontrolniho materialu je uveden
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Obr. 1 Kalibracnf kfivka. Osa x — arbitralni jednotky/ml,
osay — relativni luminiscenéni jednotky

na obrazku 2. Prlimér nasich stanoveni byl u této
hodnoty 31,96 AU/ml a varia¢ni koeficient 3,97 %.

Dale byla ovéfena preciznost stanoveni biolo-
gického materialu, tj. krevniho séra, kdy primérna
hodnota z 5 méreni byla 29,84 AU/ml, smérodatna
odchylka 1,3 AU/ml a variacni koeficient 4,32 %.

Cut off pro pozitivitu SARS-CoV-2 IgG je u této
metody 10 AU/ml.2

Studované skupiny

VysSe popsand metoda byla pouzita pro stanoveni
sérovych protilatek SARS-CoV-2 IgG u skupin, které
byly tvofeny vétSinou ze zdravotnického personalu.
Byl proveden standardni odbér krve a protilatky byly
stanoveny v krevnim séru.

Skupina COV-0 byla bez pfiznakli onemocnéni
a bez aplikace vakciny. V této skupiné bylo otes-
tovano jednorazoveé 22 dobrovolnikd, z toho 32 %
muzl a 68 % Zen. Primérny vék 43,7 (SD 15,6) let.
Parametry z deskriptivni statistiky pro 1gG skupinu
COV-0 jsou uvedeny ve vysledcich v tabulce 1.

Skupina COV-1 byli dobrovolnici, ktefi prodélali
onemocnéni s mirnymi pfiznaky, méli pozitivhi PCR
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Obr. 2 Graf kontrolniho materialu — pozitivni vzorek. Osa x — data méfeni, osa y vpravo — AU/ml, osa y vlevo — smérodatné odchylky



test a nebyli vakcinovani. Jednalo se o skupinu
proband, ktefi byli v rizném ¢asovém odstupu 30,
60 nebo 90 dni od PCR pozitivity testovani jedno-
razoveé. Bylo vySetfeno 45 osob, z ¢ehoz bylo 33 %
muzl a 67 % zen, primérny vék 48,2 (SD 14,5) let.
Parametry z deskriptivni statistiky pro 1gG skupinu
COV-1 jsou uvedeny ve vysledcich v tabulce 1 a 2.
Dalsi sledovanou skupinou byli dobrovolnici, ktefi
podstoupili o¢kovani vakcinou obsahujici messen-
ger RNA — oznaceni Comirnaty (Pfizer a BionTech,
USA). Celkovy pocet byl 25 osob, z ¢ehoz bylo 88 %
Zen a 22% muzl. Vékové rozmezi této skupiny je
uvedeno ve vysledcich v tabulce €. 3. U této sku-
piny byla sledovana variabilita v ¢ase a zavislost
produkce IgG na 1. a 2. davce vakciny. Vakcina Co-
mirnaty byla aplikovana dle guideline® ve dvou dav-
kach, s Casovym odstupem 3-4 tydny. Odbéry krve
byly provedeny v den 14. (tj. 14 dni po 1. davce),
nasledné 7. den po 2. davce a dale za 3 tydny
po 2. davce vakciny. Produkce protilatek v zavislosti
na véku byla ovérena u skupiny 37 probandu. Déle
byly vyhodnoceny nezadouci ucinky po vakcinaci.

Statistické zpracovani
Ziskana data byla zpracovana statistickym software
SigmaPlot (Systat, USA) a MS Excel.

Vysledky
Deskriptivni statistika pro skupinu COV-0 a COV-1
stanovenych SARS-CoV-2 IgG protilatek je uvedena
v tabulce 1.

Skupina COV-1 byla dale rozdélena dle ¢asovych
odstupd, kdy byla stanovena pozitivita PCR testem.
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Obrazek 3 Krabicovy graf — Jednocestna Anova porovnani SARS-
CoV-2 1gG u skupiny s pozitivnim PCR testem SARS-CoV-2,
p=0,369

skupina [prdmérf SD | Max [Min| Median | 25% | 75% | Sikmost |3$piCatost
Cov-0 05 044 | 16 |008] 03 0,2 0,5 1,7 18
Cov-1 325398 (1855 23| 165 70 | 387 2,1 4,5
Tabulka 1 Deskriptivni statistika IgG SARS-CoV-2 (AU/m)
skupina COV-1 pocet | prlimér SD Max Min Median 25% 75% Sikmost Spicatost
30 dni 14 29,2 349 1215 2,3 16,72 7,0 333 1,9 33
60 dni 20 43,4 49,6 185,5 3,6 21,0 8,7 74,1 16 23
90 dnf 11 16,7 14,8 539 53 8,2 59 23,0 1,8 33
Tabulka 2 Deskriptivnf statistika IgG SARS-CoV-2 u pacient( s pozitivnim PCR testem SARS-CoV-2
primér | SD Max Min Median 25% 75% Skewness Kurtosis
vék 43,8 11,6 68 24 47 325 52 -0,0739 -0,779
D1-14 38,1 23,8 88,03 1,44 323 18,8 56,3 0,404 -0,847
D2-7 691,2 366,4 14934 108,7 603,3 434,5 1011,53 0,555 -0,581
D2-21 52338 300,1 1096,6 88,8 4393 302,3 793,775 0,637 -0,76

Tabulka 3 Deskriptivni statistika SARS-CoV-2 IgG — skupina COMIRNATY (D1-14 — odbér 14 dni po 1. davce vakciny,
D2-7 - tyden po aplikaci 2. davky, D2-21 - 3 tydny po aplikaci 2. davky)

primér SD Max Min Median 25% 75% Sikmost Spicatost
vék 45,7 11,0 68 24 47 35 56 -0,398 -0,595
IgG 680,2 360,2 14934 108,7 606,6 409,2 944,1 0,517 -0,523

Tabulka 4 Deskriptivn{ statistika SARS-CoV-2 IgG — odbér tyden po 2. davce vakciny
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Obrazek 4 Krabicovy graf — produkce SARS-CoV-2 IgG — skupina
COMIRNATY - Jednocestna Anova (D1-14 - odbér 14 dni po
1. davce vakciny, D2-7 — tyden po aplikaci 2. davky, D2-21 -
3 tydny po aplikaci 2. davky)

Byly stanoveny protilatky SARS-CoV-2 I1gG od po-
zitivity testu PCR — 30 dni £5 dni, dale 60 dni 5
dni a 90 dni £5 dni. Data z deskriptivni statistiky
jsou uvedena v tabulce 2. Tato data byla porovnana
testem lcestna Anova. Byla stanovena p hodnota
0,369. Krabicovy graf je uveden na obrazku 3.

Dale byla sledovana produkce SARS-CoV-2 IgG
protilatek po aplikacich vakciny mRNA — Comirnaty.
Deskriptivni statistika je v tabulce 3.

Ziskana data byla porovnana testem Jednocestna
Anova — opakovana méfeni. Byly nalezeny signi-
fikance p < 0,5. Vysledek je na obrazku 4. Déle je

Obrazek 5 Graf produkce SARS-CoV-2 IgG - skupina COMIR-
NATY - zobrazent jednotlivych proband(l (1-25) (D1-14 - odbér
14 dni po 1. ddvce vakciny, D2-7 — tyden po aplikaci 2. davky,
D2-21 - 3 tydny po aplikaci 2. davky, D2-28 — mésic po aplikaci
2. davky - viz diskuze)

pro ilustraci uvedeno zobrazeni jednotlivych pro-
bandl — obrazek 5.

Také byla sledovana zavislost produkce SARS-
CoV-2 1gG na véku. Do statistického zhodnoceni
bylo zafazeno 37 proband( odebranych tyden
po aplikaci 2. davky vakciny mRNA. Vysledky jsou
v tabulce 4 a na obrazku 6, kdy byla provedena
Spearmanova korelace dat, korelaéni koeficient byl
0,04 a p hodnota =0,813.

Rovnéz byly sledovany nezadouci ucinky po vak-
cinaci. Bez jakychkoliv pfiznakdl po obou davkach
bylo 26 % dotazanych dobrovolnik(l. Incidence ne-
zadoucich ucinkl po jednotlivych davkach je uve-
dena v tabulce 5.

Diskuze

Cilem prace bylo stanovit protilatky SARS-CoV-2
IgG v klinické praxi zejména pak po vakcinaci, vyse
popsanou semikvantitativni chemiluminiscenéni
metodou. Tato metoda vykazovala vyborné analy-
tické parametry zhodnocené stanovenim presnosti
a opakovatelnosti.

Metoda byla ovéfena u probandu, ktefi neméli
zadné klinické ptiznaky onemocnéni Covid-19
a tato data byla srovhana se skupinou s prokaza-
nou infekci SARS-Cov-2 metodou PCR. Jak vyplyva
z dat uvedenych v tabulce 1, koncentrace protilatek
u skupiny s pozitivnim PCR testem byla nad cut off
>10 AU/ml v dobé 30-90 dni od pozitivity testu.
Skupina byla dale rozdélena dle ¢asového odstupu
od pozitivity PCR testu. Jak je patrno z grafu na ob-
razku 3, produkce IgG SARS-CoV-2 u jednotlivych
osob byla naprosto odliSna a nelze s uritosti sta-
novit, ze tyto protilatky budou pfitomny jesté za 90
dni. Porovnanim hodnot min a max u skupin COV-1
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Obrazek 6 Graf zavislosti produkce SARS-CoV-2 IgG na véku -
nebyla nalezena zavislost
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% vyskyt po vakciné 1 po vakciné 2
bez pfiznakil 48 29

bolest ramene 38 19

GIT obtize 10 5

teplota, zimnice 7 33

bolest svald, kloubd 5 31

Unava 12 19

zvétSeni uzlin v axile 2 17

Tabulka 5 Incidence neZadoucich G¢ink{ po vakcinaci mRNA

a COV-0 v tabulce 1 Ize vSsak pomérné spolehlivé
odlisit osoby s prodélanym onemocnénim, nebot
tyto skupiny se neprekryvaiji.

Hlavnim cilem bylo stanovit protilatky u osob pod-
stupujicich o¢kovani vakcinou Comirnaty (messen-
ger RNA). Median koncentrace protilatek za 14 dni
po prvni davce vakciny byl 32,3 AU/ml. Tato hod-
nota je nad cut-off hodnotu udavanou vyrobcem.
Lze se domnivat, ze pocatecni reakce na vakcinu
je obdobna jako primarni odpovéd po onemoc-
néni (viz tabulka 1 skupina COV-1). Na zakladé dat
z obrazku 3 Ize konstatovat, Ze dalSi davka vakciny
zpUsobila mnohonasobné navyseni této slozky imu-
nitni odpovédi. Toto navyseni bylo shledano u vSech
probandu v testované skupiné za tyden po druhé
davce vakciny. Tfi tydny po 2. davce byl shledan
pokles koncentrace protilatek u 84 % probandu.
Jak je uvedeno na obrazku 5, u 16 % osob doslo
i po této dobé k nardstu koncentrace. U téchto osob

COVID MENU

(viz osoby oznacené v grafu ¢islem 11, 14.,17 a 21)
doslo k poklesu za dalsi tyden. Lze se tedy domni-
vat, Ze produkce protilatek po vakcinaci probiha
individudlni rychlosti danou imunitnim systémem
kazdého jedince. Dale byla Spearmanovou korelaci
zamitnuta hypotéza zavislosti produkce protilatek
na véku, jak je patrno z obrazku 6. Vékové rozpéti
proband( bylo 24-68 let. Pro ovéfeni toho jevu by
bylo vhodné zaradit do sledovani starsi populaci.

Zavér

Semikvantitativni souprava Beckman Coulter SARS-
CoV-21gG je vhodna ke sledovani kratkodobé i dlou-
hodob¢gjsi protilatkové odpovédi jak po prodélaném
onemocneéni, tak k monitoringu hladiny protilatek
po vakcinaci. Zavérem lze konstatovat, Ze v nasi
sledované skupiné po vakcinaci mRNA byla zjis-
téna koncentrace protilatek nad cut-off hodnotu
deklarovanou vyrobcem jiz po prvni ddvce. Jedna se
vSak pouze o jednu slozku z imunitni odpovédi jak
na vakcinaci, tak i po expozici patogenem.

Literatura:

I https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/
risk-comms-updates/update-34-immunity-2nd.pdf?sfvrs-
n=8a488cb6_2

2 https://www.beckmancoulter.com/download/phxC69158A
-EN_US

3 https://koronavirus.mzcr.cz/wp-content/uploads/ 2020/12/
Strategie-ockovani-proti-nemoci-covid-19.pdf
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Access IL-6 nyni i pro predikci
tézkého prubéhu COVID-19

Interleukin 6 (IL-6) je multifunkéni protein, ktery
reguluje imunitni odpovéd, reakce akutni faze a he-
matopoézu. IL-6 je produkovan celou fadou bunék,
jako napt. lymfatickymi, nelymfatickymi, normalnimi
a transformovanymi burikami, véetné bunék T a B,
monocytd, fibroblast(, vaskularnich endotelialnich
bunék, bunék kardialnich myxoma, burikami karci-
nomu mocového méchyre, myelomu, astrocytomd
a glioblastom(l. Produkce IL-6 v téchto rliznych buni-
kach je regulovana, bud pozitivné, nebo negativné
celou fadou signhall véetné mitogend, antigenni
stimulace, lipopolysacharidd, IL-1, TNF, PDGF a virQ.
Na zakladé jeho rdznych aktivit se IL-6 nazyva také
interferon-p2 (IFN-B2), 26 kDa protein, stimula¢ni
faktor-2 B-lymfocytd (BSF-2), rlistovy faktor hybri-
domu/plazmocytomu, stimulacni faktor hepatocytd
a indukéni faktor 2 A (MGI-2 A) makrofagli-granu-
locytd.

Vy$e popsané rliznorodé aktivity IL-6 naznaduiji,
Ze tento faktor hraje dllezitou roli pfi zprostred-
kovani zanétlivych a imunitnich reakci vyvolanych
infekci nebo zranénim. | kdyz presné funkce IL-6 in
vivo nejsou znamy, zvySené hladiny IL-6 byly zjis-
tény ve spojeni s celou fadou onemocnéni véetné

Tereza Tietze

autoimunitnich onemocnéni, jako napf. Castlema-
nova choroba, mesangialni proliferativni glomeru-
lonefritida, psoridza, zanétliva stfevni onemocnéni,
zhoubna bujeni, napt. plazmocytomy, myelomy, lym-
fomy, leukémie a karcinomy ovaria.

IL-6 pfi onemocnéni COVID-19

Koronavirové onemocnéni 2019 (COVID-19) zpU-
sobované virem SARS-CoV-2 zapficinilo globalni
pandemii kvlli svému rychlému Siteni z ¢lovéka na
¢lovéka. Komplikace onemocnéni COVID-19 mohou

in vitro diagnostika 13



zahrnovat syndrom akutni dechové tisné (ARDS)
a septicky Sok. Oba tyto stavy patfi mezi hlavni
pri¢iny umrti pacientdl s onemocnénim COVID-19.
Studie ukazaly, Ze pacienti s tézkym prlbéhem
onemocnénim COVID-19 maiji zvySené hladiny IL-6
a u podskupiny pacient s onemocnénim COVID-19
mUze IL-6 prispivat k tézké zanétlivé odpovédi
(¢asto nazyvané ,cytokinova boure") ve stavu zhor-
Sujiciho se hemodynamického a respira¢niho stavu.
Vzhledem k tomu, Ze zvy$ené hodnoty IL-6 jsou
typickym znakem zanétu pozorovanym u pacientd
s onemocnénim COVID-19 s rizikem rozvoje stfedni
az tézké hypoxemie, miize méreni tohoto parametru
slouzit jako uzite¢ny nastroj, ktery Iékafliim pomaha
pfi ¢asné identifikaci tézké zanétlivé odpovédi a pfi
urceni pacient(, u kterych hrozi riziko respirac¢niho
selhani a intubace s mechanickou ventilaci.

Z tohoto divodu byla provedena studie, ktera
umoznila vyuziti soupravy Access IL-6 pro predikci
rizika respira¢niho selhani a intubace s mechanic-
kou ventilaci. Pfislusné informace byly pfidany do
navodu k pouZziti soupravy.

Data slouzici jako podklad pro klinické funkéni
charakteristiky testu Access IL-6 tvofila ¢ast retro-
spektivni studie, ktera byla provedena v univerzitnim
verejném vyzkumném stiedisku Hospital Germans
Trias | Pujol (UHG) ve Spanélsku. Studie zahrnovala
dospélé pacienty pfijaté na pohotovostni oddéleni
mezi 18. breznem a 4. kvétnem 2020 s pfiznaky na-
znacujicimi onemocnéni COVID-19, u kterych byly
pfi standardnim testovani provedeny testy na IL-6
a RT-PCR COVID-19.

Do analyzy klinickych funkénich charakteristik bylo
zahrnuto sedmdesat pét (75) pacientl se SARS-
CoV-2 potvrzenym RT-PCR. Analyza je zalozena na
prvnim vysledku Access IL-6 ziskaném pfi pfijeti
pacienta na pohotovostni oddéleni. Statistické
hodnoty uvedené v tabulce nize byly vypocteny
na zakladé limitni hodnoty 35 pg/ml a pacientech

s pomérem PaO_/FiO, < 150 mm Hg, coZ znaci riziko
intubace s mechanickou ventilaci (PaO, je parcialni
tlak kysliku v arterialni krvi a FiO, je podil kysliku
ve smési vdechovanych plynt). Prevalence poméru
PaO,/FiO, < 150 mmHg v této kohorté byla 55 %
(41/75).95% intervaly spolehlivosti byly vypocteny
pristupem s pouziti skore.

Pomér Pa0,/Fi0, < Pomér Pa0,/Fi0,

116 (pe/m) 150 mm Hg 2150 mm Hg Celkem
»35 35 12 47
<35 6 22 28

Celkem 41 34 75

Pacientlim s onemocnénim COVID-19 potvrzenym
metodou PCR, ktefi maji podle testu Access pfi pfi-
jeti koncentrace IL-6 > 35 pg/ml, hrozi béhem hos-
pitalizace zvySené riziko intubace s mechanickou
ventilaci.

Podklady pro objednani soupravy:

AL6369 | Access L6 2x50 tests [=]#[m]
A16370 Access IL-6 calibrators
A16371 Access IL-6 QC E
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DxA 5000 Fit:

Automatizace
pro stredné velké laboratore

Beckman Coulter navazuje na revolucni technologicky koncept DxA 5000 a pfinasi do Sirsi
skupiny laboratofi vyhody automatizace v podani DxA 5000 Fit. PIna automatizace diky tomu

prestava byt doménou pouze velkych laboratof.

V minulém C¢isle ¢asopisu In Vitro Diagnostika
(38/2020) jsme se v ¢lanku Novy koncept automa-
tizace laboratore vénovali novince v portfoliu plné
automatizace DxA 5000. Timto bychom na néj radi
navazali a predstavili Vam dalsi z novinek, kterou
je DxA 5000 Fit. Automatizacni feSeni DxA 5000
Fit vychazi z konceptu DxA 5000 s tim rozdilem,
ze je ureno pro stfedné velké laboratorni provozy.
Diky této novince jiz laboratorni automatizace neni
doménou vétsich provozi, ale je dostupna také
mensim a stfedné velkym laboratofim.

V preanalytické ¢asti laboratorniho procesu do-
chazi az k 75 % vSech chyb spojenych se zpracova-
nim a vysetfenim vzorkd. Navic je zde zastoupeno
az 60 % celkového poctu vsech manudlnich labo-
ratornich krokd, pfi kterych dochazi k manipulaci
a kontaktu obsluhy se vzorkem 2. To je hlavnim di-
vodem, pro¢ se v posledni dobé laboratofe orientuji
nejenom na vybaveni analytické ¢asti, ale také na
moznosti optimalizace preanalytickych a postana-
lytickych procest formou automatizace.

Manualni nakladani a vykladani centrifug, od-
vickovavani, prenaseni vzorkd mezi analyzatory,

Petr Suchan

vkladani a vykladani vzorkl do/ze stojankl a ana-
lyzatorl nebo integrovanych analyzatord, pfiprava
vzorkld k archivaci a vlastni skladovani, manudlni
dohledavani vzorkl pro opakovani nebo dodélani
vySetieni. Pfesné to je kazdodenni napln Cinnosti,
které jsou velice pracné a ¢asové naroc¢né. Ob-
sluha pfi nich navic pfichazi do pravidelného kon-
taktu s infekénim materialem. Systém DxA 5000 Fit
vSechny zminéné kroky eliminuje a uSetreny ¢as je
tak mozné vénovat prioritnim ¢innostem.

Soucasti DxA 5000 Fit jsou nasledujici prvky zpra-
covani preanalytickych krokii:
e Spole¢ny modul slouzici jako jedno vstupni
a soucasné vystupni misto pro vSechny vzorky
e Pfipojena roboticky obsluhovana centrifuga
s automatickym vyvaZzovanim a moznosti vyso-
korychlostniho staceni 4 minuty pfi 4000 g
o Detekce kvality vzorki pfed vy$etfenim v ana-
lyzatorech: BEhem pouhych 3 sekund systém
provede ovéreni fady charakteristik dalezitych
pro dalsi zpracovani vzorkd. Pfedem je tak zndma
informace, zda je dostupny objem vzorku dosta-

Pfiklad konfigurace systému DxA 5000 Fit v jednom z moznych uspofadani, které
zahrnuje online centrifugu, vstupni a vystupni modul s detekcf kvality vzorku, imu-
nochemické analyzatory UniCel DxI 800 a biochemické analyzatory DxC 700 AU.
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tecny pro vSechna pozadovana vysetreni, zda je
material odebran do spravné odbérové zkumavky,
jaka je hmotnost vzorku k samovyvazovani pfi
centrifugaci, popf zda je jiz vzorek zcentrifugovan.
e Prioritizace statimovych vzorkid na nékolika
Urovnich
e Algoritmus inteligentniho trasovani optimali-
zuje cestu zpracovani vzork( systémem, a to od
jejich vlozeni az po vydani vysledk(. Diky tomu
produkuje vysledky s nizkymi, a pfedevsim kon-
zistentnimi hodnotami TAT vydavanych vysledk(
nezavisle na tom, zda jsou vzorky analyzovany
v provozni Spi¢ce ¢i mimo ni. Statimové vzorky
jsou vzdy zpracovany a trasovany pfednostné.
Automatizace v podani DxA 5000 Fit tak pfinasi do
laboratofi nejenom snizeni pracovni naro¢nosti a re-
dukci manualnich krokd, ale navic také optimalizaci
celého laboratorniho workflow a eliminaci chybo-
vosti pfesné tam, kde se vyskytuje nejvice.

Analyticka ¢ast procesu je zastoupena pfipoje-
nymi vykonnymi biochemickymi a imunochemic-
kymi analyzatory Beckman Coulter — DxC 700 AU,
AU 5800 a UniCel DxlI 800 — v konfiguracich na-
vrzenych dle specifickych potieb kazdé konkrétni
laboratofre.

Pfi vyvoji DxA 5000 Fit se nezapomnélo ani na
zpracovani vzorkl po jejich vysetfeni v analyzato-
rech. Z pohledu automatizace post-analytickych
procest tak nabizi:

e Pripravu vzork( k uskladnéni v archivacénich sto-
jancich.

e Vytfidéni vzorkd pfimo do stojankl analyzatord
pro pfipadné dalsi vysetifeni mimo linku.

o Automatické dohledani vzorkl a opakovani nebo
dodélani vysSetreni, a to bez zdsahu obsluhy.

Stejné jako v pfipadé DxA 5000 hraji podstatnou

roli nastroje Clinical IT i pro DxA 5000 Fit, a tvofi

tak nedilnou soucast celého automatizovaného
feSeni:

e Remisol Advance — middleware fidi tok vzorkd
a dat laboratore, pomoci uzivatelskych pravidel
navic umoznuje napft. provadéni autovalidaci vy-
sledk(, zmény priorit a zobrazovani uzivatelsky
definovanych pokyn( pro obsluhu.

e Dashboard - vizualizuje na obrazovkach dilezité
vykonnostni charakteristiky laboratore v realném
¢ase (napf. hodnoty TAT pro aktudlné vydavané
vysledky statim( i rutiny, pocet aktualné zpraco-
vavanych vzorkl apod.).

e Command Central — centralizace monitorovani
a ovladani analyzatort z jednoho mista.

e ProService — dalkova zprava analyzatorl a dal-
Sich komponent.

DxA 5000 Fit je obdobné jako DxA 5000 plné auto-
matizovany systém, ktery pfinasi laboratofi neje-
nom standardizaci, automatizaci procest a redukci
manualnich krokUl v pre-, postanalytické a analytické
fazi. Navic ridi cely proces zpracovani vzorku od jejich
vloZeni po vydani vysledkl diky novému pfistupu
k prioritizaci vzorkd, ovéreni kvality vzorkll pfed analy-
zou, inteligentnimu trasovani, centrifugaci a integro-
vanému klinickému software. Vysledkem je tak rychly
a konzistentni TAT vydavanych vysledkd, eliminace
chybovosti a vyrazné zlepseni efektivity laboratore.

Reference:

t Anthony M. Barresi. The evolution of laboratory automation:
A journey from tube- to patient-focused solutions. MLO-Online,
December 2019.

2Bonini P, Plebani M., Ceriotti F. et al.: Errors in laboratory medi-

cine. Clin Chem. 2002; 48: 691-698.

RYCHLY A KONZISTENTNI TAT S DxA 5000 Fit

Ovérenf kvality vzorkil
pfed analyzou

Jednotny vklad pro
vsechny vzorky

4-minutovy protokol
centrifugace pro
vSechny vzorky

Algoritmus trasovani
vzorkd eliminuje tvoreni
front pred analyzatory

Garance v¢asného
vySetfeni statimovych
vzorkd i rutiny

B &

Laboratorni data
fizend modernim
klinickym software

Inteligentni trasovani a nejmodernéjsi klinicky software poskytuje kratké a konzistentni hodnoty
TAT pacientskych vysledki a to bez nutnosti manualniho predfazovani statimovych vzorkd
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Unikatni algoritmus z CIIRC:
Vysledky laboratornich testu
je mozné ziskat rychleji

Védci z Ceského institutu informatiky, robotiky a kybernetiky (CIIRC) pfi CVUT v Praze vytvofili
unikatni algoritmus, ktery dokaze nalézt optimalni nastaveni laboratorniho systému tak, aby vy-
hodnotil co nejvice vzork( v co nejkratsim Case. Pro pacienty to znamena, Ze laborator dokdze
vyhodnotit jak vice vzorkd, tak to, ze vysledky testd doda mnohem rychleji.

V reakci na situaci kolem celosvétové pandemie
COVID-19 spojili své sily PREVEDIG medical - la-
boratorni diagnostické centrum, Beckman Coul-
ter — predni dodavatel laboratornich analyzatord
a laboratorni automatizace a CIIRC. Spole¢né se
zaméili na to, jak zpracovat vice vzorkUl pf¥i stava-
jici kapacité laboratore. Optimalizaci a Upravou na-
staveni laboratorniho systému se podafilo navysit
mnozstvi vzorkl o desitky procent.

Laboratoif PREVEDIG medical, ve které byl optima-
liza¢ni algoritmus zkousen, vyuziva inovativni labo-
ratorni systém DxA 5000 od spole¢nosti Beckman

W Il|]|I"

tiskové materialy CIIRC CVUT

Coulter. Jedna se o Spickové moderni zatizeni, jez
dokaze témér bez lidského zasahu zpracovat vzo-
rek a provést celou fadu testl na rliznych analyza-
torech. Jak zminiuje obchodni feditel spole¢nosti
Beckman Coulter Ing. Lukas Palivec, Ph.D.: ,Tento
novy koncept automatizace, vybaveny tfiadvaceti
novymi patentovanymi technologiemi, pfinasi zcela
novy standard zpracovani laboratornich vzork(. Mi-
nimalizuje poc¢et manudlnich krokl laboratorniho
procesu, a umoznuje tak laboratofi dosahovat krat-
kého a predvidatelného ¢asu od pfrijeti vzorku do

Obr. 1 Tym z CIIRC, ktery vytvofil optimalizacni algoritmus.
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laboratore po vydani vysledku (takzvany TAT z angl.
Turnaround time).” Reditel laboratofi PREVEDIG
medical Ing. Kamil Rada k tomu dodava: ,Fakt, ze
se vzorkem nemusi manipulovat personal (kromé
vloZeni do linky), znamen4, Ze vyhodnoceni vzork{
je nejen rychlejsi, ale zaroven se minimalizuji i chyby
obsluhy. Navic v této naro¢né dobé Ize personal,
ktery byl potfeba k obsluze plvodniho systému,
vyuzit tam, kde je vice zapotrebi.”

S tim, jak se laboratorni systémy vyviji, roste vy-
razné i jejich slozitost. Aby bylo mozné vyuzit po-
tencial systémi jako je DxA 5000 na maximum, je
nutné zcela prfesné urcit, na jakém analyzatoru i
jeho ¢&asti bude ktery test provadén a v jakém po-
fadi budou jednotlivé testy provadény. Vzhledem
k obrovskému objemu vzork(, jez musi laboratof ka-
zdy den zpracovat, a velkému mnozstvi testl, které
se s jednotlivymi vzorky provadi, se jedna o velmi
obtizny ukol. Tohoto Ukolu se ujal tym odbornik{
z CIIRC a Beckman Coulter. Spole¢nou analyzou
dat z laboratore se podafilo urlit mista v systému,
ktera nejvice brani vyuziti jeho maximalniho vykonu,
a poté vytvofit optimalizacni algoritmus pro urc¢eni
konfigurace laboratorniho systému. V laboratofi se
timto povedlo zvysit prlichodnost analytickych jed-

Obr. 2 PIné automatizovany laboratorni systém DxA 5000 insta-
lovany v laboratofi PREVEDIG medical.

notek zajistujicich biochemické vysetreni az o 30 %
oproti plivodnimu nastaveni systému DxA 5000. Jak
uvedI doc. Ing. PFemysl Sticha, Ph.D., vedouci tymu
na CIIRC: ,Mné a mym koleglim Bc. Patriku Bfezi-
novi a Ing. Antoninu Novdakovi se podafilo vytvofit
jedinec¢ny algoritmus, ktery dokaze optimalizovat
vykon laboratorniho systému presné podle potfeby
dané laboratofe. Nas algoritmus pracuje s velkym
mnozstvim anonymizovanych historickych dat z la-
boratore, tudiz presné vi, jaké testy jsou obvykle pro-
vadény spole¢né a jak ¢asto. Diky tomu dokazeme
presné urcit, kdy a kde se ma ktery test provadét.
DalSi nespornou vyhodou je, Ze nas algoritmus umi
rozliSit mezi potfebami soukromé laboratore, jako
je naptf. laboratof PREVEDIG medical, a potfebami
laboratofi v nemocnicich, které maiji odlisné poza-
davky na zpracovani vzorka.”

Ceské vysoké uéeni technické v Praze patii k nej-
vétSim a nejstarsim technickym vysokym Skolam
v Evropé. V sou¢asné dob& ma CVUT osm fakult
(stavebni, strojni, elektrotechnickd, jaderna a fy-
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zikalné inzenyrska, architektury, dopravni, biome-
dicinského inzenyrstvi, informacnich technologif)
a studuje na ném pres 18000 studentd. Pro akade-
micky rok 2020/21 nabizi CVUT svym student(im
214 akreditovanych studijnich programi a z toho 84
v cizim jazyce. CVUT vychovavé odborniky v oblasti
techniky, védce a manazery se znalosti cizich jazykd,
ktefi jsou dynamicti, flexibilni a dokazi se rychle
pfizplsobovat pozadavkdm trhu. CVUT v Praze je
v soucasné dobé na nasledujicich pozicich podle
zebfticku QS World University Rankings, ktery hod-
notil 1604 univerzit po celém svété.V celosvétovém
ZebFi¢ku QS World University Rankings je CVUT na
432. misté a na 9. pozici v regionalnim hodnoceni
s~Emerging Europe and Central Asia”. V ramci hod-
noceni pro ,Engineering — Civil and Structural” je
CVUT mezi 151.-200. mistem, v oblasti ,Enginee-
ring — Mechanical” na 201.-250. misté, u ,Engi-
neering — Electrical” na 201.-250. pozici. V oblasti
»Physics and Astronomy” na 201. az 250. misté,
»Natural Sciences” jsou na 283. pficce. V oblasti
»,Computer Science and Information Systems” je na
251.-300. misté, v oblasti ,Mathematics” a ,Mate-
rial Sciences” na 301.-350 misté a v oblasti ,En-
gineering and Technology” je CVUT na 256. misté.
Vice informaci najdete na www.cvut.cz

Cesky institut informatiky, robotiky a kybernetiky
je moderni védecko-vyzkumny Ustav Ceského vy-
sokého u&eni technického v Praze (CIIRC CVUT),
ktery spojuje excelentni vyzkumné tymy, mladé ta-
lenty a unikatni know-how s cilem posouvat tech-
nologické hranice a navazat na to nejlepsi z tradic

. | 1
Obr. 3 Vkladani vzork( do DxA 5000, ostatni zajisti pIné automa-
tizovany systém.

prace CIIRC CVUT se zamé&fuje na ¢&tyti zakladni
pilite: primysl, energetiku, chytrd mésta a zdravou
spoleénost, a to jak v zakladnim, tak aplikovaném vy-
zkumu. CIIRC CVUT byl zaloZen v roce 2013, pfi¢emz
plny provoz zahdjil v poloviné roku 2017 v nové po-
stavené budové. V soucasné dobé cita témér 300
zaméstnancl v 8 vyzkumnych oddélenich, ktera jsou
doplnéna tzv. Centry véetné Testbedu pro Priimysl|
4.0. Oblast odborného zajmu CIIRC CVUT je Siroka:
zahrnuje umélou inteligenci, robotiku, automatické
fizeni a optimalizaci, pocita¢ovou grafiku, pocita-
¢ové vidéni a strojové uceni, automatické rozho-
dovani, navrh softwarovych systémi a vypocetnich
prostredkd, navrh rozhodovacich a diagnostickych
systému a jejich aplikace v medicing, bioinformatiku,
biomedicinu ¢&i asistenéni technologie. CVUT CIIRC
vytvari jedineény ekosystém akademicko-priimys-
lové spoluprace, ve kterém vyuziva diverzifikované
formy financovani projektl z narodnich, evropskych
a soukromych zdrojl. Vice informaci na www.ciirc.
cvut.cz.

Beckman Coulter vyviji, vyrabi a dodava inovativni
produkty pro in vitro diagnostické systémy a au-
tomatizaci klinickych laboratofi. Spole¢nost byla
zalozena jiz v roce 1935 profesorem Arnoldem
0. Beckmanem a jiz vice nez 85 let je dlivéryhod-
nym partnerem laboratofi a dalSich zdravotnickych
a laboratornich zafizeni. Dnesni Beckman Coulter,
to je jedinec¢na kombinace lidi, procesl a feseni
navrzenych tak, aby pomahali klinickym laborato-
fim ¢i jinym zdravotnickym zafizenim zvysit jejich
efektivitu pfi poskytovani kvalitni péce o pacienty.

PREVEDIG medical, s. r. 0. je progresivni, dynamicky
se vyvijejici Ceska laboratof s vice nez 25letou tra-
dici. Soucasné spektrum provadénych laboratornich
vySetfeni zahrnuje klinickou biochemii a hematolo-
gii, imunologii a alergologii, infekéni sérologii a mi-
krobiologii v€. PCR diagnostiky. Velkda pozornost
a péce je zde vénovana neustalému zvysovani kva-
lity prace. Mimoradny dliraz je kladen nejen na pres-
nost a rychlost méreni, ale i na vstticny pristup ke
klientdim. Tato laboratof je zndma jako priakopnik
pouzivani modernich technologii, at se jedna o nové
moderni pristroje, nebo o elektronickou komunikaci
mezi laboratofi a klienty.

Cesky institut informatiky, robotiky a kybernetiky

CVUT: Jugosldvskych partyzdni 1580/3, Praha 6
Alena Novdkovd, alena.novakova@cvut.cz
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Skvélé véci v malém provedeni:

DxH 560 AL

DxH 560 AL je kompaktni a vykonny hematologicky analyzator pro stanoveni pétipopula¢niho
diferencialu s integrovanou dotykovou obrazovku a automatickym vkladanim vzorkd.

Miroslav Janosik

Kompaktné navrzeny model DxH 560 AL vyuziva
cca o0 30 % méné prostoru nez jiné analyzatory ve
své tfidé. Analyzator umoznuje snadné vlozeni az
50 vzorkld bez nutnosti zastaveni analyzy. Labora-
tofe maji také moznost volby odbéru mensich ob-
jemu v rezimu oteviené zkumavky a propichovacich
bezvickovych odbérovych zkumavek. DxH 560 AL
poskytuje vysledky za 60 sekund nebo méné pfi
nasati pouze 17 pL vzorku — jeden z nejmensich
aspirac¢nich objemd na trhu.

Analyzator také poskytuje Spickové funkce
ochrany osobnich Gdajl a zabezpeceni, véetné pfi-
zpUsobitelného pfihlaseni uzivatele, spravy bezpa-
pirovych dat a pIné sledovatelnych automatickych
¢asovych limitl, které chrani elektronické osobni
Udaje pacienta.

<1

BOCET SERVISWICH
WOLAM| ZA BOW”

560'

SEKUND

2 reagencie
pro CBC/Diff

Plus 1 predinstalovany
Cistici prostfedek

VioZeni
50 zkumavek
a schopnost

samostatného provozu

Zadné
kazdodenni ruéni
Cisténi

Bezpapirovy
a obousmeérny chod

Pritokova cytometrie
s patentowvé chranénym
Dynamic Gating

DxH 560 se vyznacuje velice intuitivnim ovladacim
softwarem. Jakoukoli operaci systému provedete
maximalné ve tfech krocich a vdechny hlavni funkce
jsou pristupné z kazdé obrazovky softwaru. Zabudo-
vana ¢tecka ¢arovych kédd snima do zatizeni Eislo
Sarze, dobu skladovatelnosti, dobu vymény reagen-
cie; ajméno uzivatele a stabilitu oteviené lahvicky.

Systém DxH 560 AL poskytuje presné vysledky
diky technologii Coulterova principu a priatokové
cytometrii s patentové chranénym dynamickym ga-
tingem pro ziskani diferencialu leukocyttd (WBC).

Vice informaci naleznete na strankach www.beck-
mancoulter.com/dxh560. Prvni pfedstaveni na ¢es-
kém trhu probéhlo v rdmci konference Pafizkovy dny.

Aspirace poure

17 ..

vzorku

3 DOTEKY

Dédictvi osvédcéené
spolehlivosti

< 1 servisni vyjezd rocna®

Integrovana &,4palcova
barevna dotykova obrazovka
s vysokym rozligenim

Aspirace pouze
17 Wl vzorku

30 000
dohledatelnych
ucajl pacientd

——— Pouze 50 cm (19,7 palce) sifky stoly ———————
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CytoFLEX SRT vychazi z velmi oblibené a rozsi-
fené fady vyzkumnych cytometrli CytoFLEX a za-
chovava tak architekturu citlivych APD detektord,
vykonnych laser( a software CytEXPERT. CytoFLEX
SRT je 4-cestny kyvetovy sorter, ktery Ize vybavit
az 4 excita¢nimi lasery a 15 detektory pro fluo-
rescence. Systém umoziuje sortovat do rdiznych
formatl — zkumavka 12x75, 15 ml falcon, desticky
96 a 384 jamek nebo na uzivatelsky definovatelné
formaty (sklicka apod.). Systém umoziiuje nékolik
modu sortovani (purity, enrich, single cell) a také
jejich kombinaci v rlznych sortovacich proudech
(mix mode sorting).

CytoFLEX SRT ma stejné jako systémy CytoFlex
vysokou citlivost detekce slabych fluorescencnich
kanall (<30 MESF-FITC, <10 MESF-PE, <25 MESF
-APC) a 7 dekadové rozliseni dat, to vie pfi nacitani
az 40000 udalosti za sekundu.

CytoFLEX SRT je diky APD detektorlim a vyso-
kému rozliseni malych ¢astic vhodny také pro de-
tekci a sortovani extracelularnich vesikuld.

CytoFLEX SRT je mozné vybavit Biosafety kabine-
tem tfidy 2 (Baker), chlazenim ¢i vyhtivanim vzorku
a feSenim pro aseptické sortovani. Cely systém je
zcela automatizovany — od QC procedury pro na-
staveni sortovani a udrzovani optimalniho nastaveni
sortingu a nevyzaduje tak zkuseného operatora se
zamérenim pouze na sortovani.

Pokud Vas systém zaujal, nevahejte nas kontakto-
vat pro vice detailll a pfedvedeni systému.
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Radi bychom Vas informovali o dostupnosti nové
soupravy pro rychlou cytometrickou identifikaci vi-
rové, resp. bakterialni infekce.

Jde o kombinaci protilatek CD169/CD64/HLA-DR
pro rychlé rozliSeni virové a bakterialni infekce na
zakladé zvysené exprese znakd na monocytech,
resp. neutrofilech. Cely postup zahrnuje pouze 15
min. pfipravu vzorku véetné inkubace a lyzy erythro-
cytd. Analyza je navic zcela bez kompenzaci pro
cytometry s modrym, ¢ervenym a fialovym laserem.

Detailni informace naleznete v broZzufe: FLOW
-77575B08.20 10Test Myeloid Activation

Tymy vyvojard pro Vas nadale zlepsSuji software
pro analyzu cytometrickych dat. Nové verze jsou
ke stazeni ze stranek https://www.beckman.com/
flow-cytometry/software/

== Kaluza 2.1.2
- ‘ Kaluza C Analysis Software
r i ¥ Versi
Ny ersion1.1.2
"R-'?(& Cytobank 8.0

CytExpert for DXFLEX Release
Version 2.0.2.18

SuperNova dyes jsou novou generaci polymernich
fluorochromu urcenych pro pritokovou cytometrii.
Byly vyvinuty experty spole¢nosti Beckman Coulter
v Marseille, ktefi maji vice nez 30 letou praxi ve vy-
robé a konjugaci protilatek pro pritokovou cytometrii.

SuperNova v428 je fluorochrom kompatibilni
s fialovym (405 nm) laserem cytometr( a kandlem
ur¢enym pro méreni Pacific Blue.
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SuperNova v605 and SuperNova v786 jsou
tandemové polymerni fluorochromy odvozené od
zakladni SuperNova v428. Z tohoto divodu maji
stejné absorbancni charakteristiky a maximum ex-
citace pfi 414 nm.

Emisni vrcholy jsou 605, respektive 786 nm,
a fluorochromy jsou tak optimalné detekovany pfi
pouZziti pAsmovych filtrl 610/20 a 780/60 nm nebo
obdobnych.

SuperNova dyes maji vyrazné vyssi svitivost (Stain
Index) oproti PacificBlue, Briliant Violet i Phyko-
erythrinovym fluorochromdm.

Vsechny fluorochromy SuperNova vykazuji diky
peclivé formulaci vyrazné nizsi nespecifickou vazbu
na monocyty.

Dostupné jsou v konjugaci s libovolnou IgG1 nebo
IlgG2a protilatkou z katalogu Beckman Coulter. Pro

.....

Jako katalogové produkty jsou jiz nyni dostupné tyto konjugaty:

Objednaci L ) ,
. Specificita Objem Regulatornf status
¢islo
Analyte Specific
(69243 | CD38-SuperNovav428 | 05 ml yie>p
Reagent
Analyte Specific
69244 | CD19-SuperNovav428 | 0,5 ml viesp
Reagent
Analyte Specific
(69245 CD25-SuperNovav428 | 0,5 ml
Reagent
69246 CD22-SuperNova v428 | 50 testl Research Use Only

Soupravy DURACIone SC obsahuji 8-barevny panel
vysuSenych protilatek. Uchovavani pfi laboratorni
teploté a vyroba dle standardd ISO 90001:2015
zarucuji spolehlivy postup znaceni a reproduko-
vatelné vysledky. Souprava obsahuje 25 testovych
zkumavek véetné tiech setl (resp. dvou pro DURA-
Clone SC Hematopoietic) pro nastaveni 8-barevné
kompenzace.

Ll ™ iy
CO4388 DUMAC s 5 Mmanthy=l (W) | 0090 | C001 | o004 | COBSS] CONG
CARIRN] B w15, Ml mpbetic (R | DT | FEAS] CE0M | e | enan)




Toto 8-barevné znaceni je mozné doplnit dalsimi
protilatkami proti povrchovym nebo intracelular-
nim znakm nebo znac¢enim na zivotnost pomoci
ViaKrome.

Detailni informace jsou k dispozici v broZure: FLOW
-73305B06.20 DURACIone SC.
VSechny informace Vdm rddi na vyzdddni zasleme.

FLEXLyse je urcen pro lyzu Cervenych krvinek v ma-
Iém celkovém objemu lyzy, coz umozZiuje zpraco-
vani vzorkl plné krve v mikrotitra¢nich desti¢kach.
FLEXLyse je kompatibilni s metodami bez promyvani
a promyvani s flexibilni inkubaci v rozmezi od 5 do
40 minut pro usnadnéni automatizace. FLEXLyse je
kompatibilni s kapalnymi formami protilatek i s vy-
susenymi protilatkami fady DURA Innovations. Pro
pouziti mélkych mikrotitracnich desti¢ek je k dispo-
zici metoda s objemem krve 25-40 pL a pfidanim
50 pL FlexLyse.

Beckman Coulter LifeSciences podepsal kone¢-
nou dohodu o prevzeti spole¢nosti m2p-labs, vy-
robce mikrobioreaktorovych systém( zamérenych
na mikrobidlni kultivace a automatizovana reseni
pro screening a optimalizaci fermentace. Portfolio
vyrobkU se sklada z vysokovykonnych mikrofermen-
tac¢nich sytémU BiolLector, mikrotitra¢nich desti¢ek
FlowerPlates a automatickych kultivacnich platfo-
rem Robolector.

Tato technologie s online monitoringem umoznuje
ziskat vétSi mnozstvi informaci z mikrobialnich ex-
perimentll véetné aerobnich, mikroaerofilnich nebo
striktné anaerobnich.

BioLector: mikrobioreaktor pro fermentaci s on-
line monitoringem biomasy, pH, DO a fluorescenci.

BioLector Pro: mikrofluidni mikrobioreaktor navic
s kontinualni kontrolou pH a vyzivy.

Mikroreaktory BioLector pouzivaji 48-jamkové
mikrotitra¢ni desticky az pro 36 az 48 fermentaci
soucasné s on-line mérenim ¢tyfech parametrt (bio-
masy, pH, DO a fluorescenci) s kontrolou pH a dav-
kovanim zivin.

Robolector L a XL: automatizované fermentacni
platformy, které kombinuji vysoky vykon fermentace

Biomek i7 s integrovanym cytometrem CytoFLEX

Pro mikrotitra¢ni desti¢ky s hlubokym dnem je
urena metoda s objemem krve 50-100 pL a pfi-
danim 300 pL FlexLyse.

Tato metody lyzy je idealni pro plnou automatizaci
na pipetovacich automatech Biomek. Pro mensi
série vzork( je mozné i manualni pipetovani, kde je
vyhodou zpracovani malych objemu krve.

Vice detaill naleznete v brozufe 20. 11. 237 FLOW
Objednaci ¢islo C54313; pocet testii: 330—2000

aon-line monitoring systému BioLector s pfesnosti
robotickych systému pro prenos kapalin.

Pfistroj pipetuje v rozmezi 10-950 pl, objemy
vySSi nez 950 pl pipetuje ve dvou krocich.

Tyto systémy se uplatiuji v syntetické biologii,
screeningu klond s analyzou metabolizmu, opti-
malizaci médii, vyvoji bioprocest a anaerobni fer-
mentaci.
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Cytometrie v botanice:
Detekce endopolyploidie u rostlin
pomoci prutokového cytometru

Endopolyploidie je jev, ktery obecné popisuje
zmnozeni celého genomu na Urovni bunék v ramci
jednoho organismu. U rostlin se nej¢astéji ode-
hrava prostfednictvim endoreduplikace, pfi které
dojde ke zdvojeni jaderné DNA bez nasledného
déleni, coz vede k tomu, Ze jsou rostlinna pletiva
slozend z bunék s riznym ploidnim stupném (maji
rlizny pocet sad chromosomul). Endopolyploidie je
u krytosemennych rostlin pomérné casta, bézné
se s ni setkdme napfiklad ve vyzivovaci ¢asti se-
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Zuzana Chumova, Pavel Travnicek

mene (endospermu). Vyskytuje se bud na drovni
pletiv (napf. délohy), nebo je charakteristicka pro
celé ¢eledi (brukvovité — Brassicaceae; tykvovité —
Cucurbitaceae). Mize byt téZ vyvolana stresem,
ktery na rostliny vyviji okolni prostredi (teplota,
vlhkost, apod.).

U orchideji (Orchidaceae) se kromé klasické en-
doreduplikace objevuje i ¢aste¢na endoreplikace,
pti které nedochdzi ke zdvojeni celého genomu,
ale k namnozeni pouze jeho ¢asti. Nejedna se vsak

Relativni uorescence (P1)

Relativni lucrescence (Pl)
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o ndhodny proces, u kazdého druhu se zmnoZzuje
stdle stejna ¢ast genomu. Vysledkem jsou tak ple-
tiva s bunkami, které maji charakteristicky obsah
celkové DNA podle toho, kolik cykl& zmnoZeni maji
za sebou. Spekuluje se o tom, Ze takova vlastnost
umoznuje orchidejim tézit z vyhod endoreplikace
a zaroven Setfit omezené zdroje na replikovani ce-
[ého genomu.

Dobfte rozpoznatelna je endoreplikace pomoci
pratokového cytometru, a to jak klasicka, tak ¢as-
te¢nd. Na obrazku jsou vidét vystupy z analyz
dvou zastupcll jihoamerického rodu orchideji Le-
panthes, které se pravé typem endoreplikace lisi.
Nahote L. acarina s klasickou endoreplikaci, kdy
pozice pikl odpovidaji dvojndsobnému poméru.
Ve spodni ¢asti L. katleri s ¢asteCnou endoreplikaci,
kdy je mezi prvnimi dvéma piky 1.7nasobny rozdil,
P znaci endoreplikovanou ¢ast (urcité procento 2C,
v tomto pfipadé 70 % zakladni velikosti genomu).
Fialovou barvou a hvézdic¢kou je oznacen interni
standard lilek vishovy (Solanum pseudocapsicum).

U mérenych rostlin ¢asto doptfedu nevime, jaky
typ endoreplikace ocCekavat, je tedy potfeba byt
ve stfehu a spravné piky odecitat. U ¢astecné en-

doreplikace mUze tvofit replikovana ¢ast genomu
12-95 % a zalezi na mnoha faktorech, aby doslo
ke spravné interpretaci vysledk(. V poslednim roce
jsme méli moZnost méfit na priitokovém cytometru
CytoFLEX, kde Ize pomoci 2D grafu se zobrazenim
fluorescence a side scatteru pfesnéji detekovat
zajmové Castice a lépe urcit pfesnou pozici pik0.
U analyz s DAPI, které pouzivame zejména pfi vypo-
¢tu GC-obsahu bazi, jsme tento pfistup vyzkouseli
poprvé, a stal se pro nas dobrym pomocnikem.

Botanicky tistav AV CR, v. v. i., Oddéleni evoluéni
biologie rostlin, laborato¥ priitokové cytometrie
se zabyvd rychlym stanovenim obsahu jaderné DNA
(velikosti genomu) v relativnich i absolutnich jed-
notkdch. Ziskané tdaje jsou vyuzivdny ke studiu
diverzity a dynamiky polyploidnich komplext cév-
natych rostlin &i ke zhodnoceni evolucnich a ekolo-
gickych dusledki genomové duplikace (polyploidie)
a variability v chromozomovych pocltech. Dalsi
okruhy reSenych otdzek zahrnuji studium vlivu ve-
likosti jaderného genomu na vlastnosti organismui
a stanoveni zplsobli reprodukce. Nespornou vyho-
dou pritokové cytometrie je znacnd rychlost ana-
lyz, kterd umoZriuje analyzovat rozsdhlé populacéni
vzorky a ziskat tak informace o cytotypové varia-
bilité na rtiznych trovnich organizace i na rtiznych
prostorovych a ¢asovych Skdldch. Ve studiich je
kladen dutiraz na propojeni cytometrickych technik
s dal$imi metodickymi pfistupy, zejména s moleku-
Idrnimi analyzami.

RNDr. Zuzana Chumovd, Ph.D. & Mgr.,

Ing. Pavel Trdvnicek, Ph.D.

Oddéleni evoluéni biologie rostlin

Botanicky tstav AV CR, v. v. i.; travnicek@ibot.cas.cz
Autor vsech fotografii rostlin pouzitych v ¢ldnku:
RNDr. Jan Ponert, Ph.D.
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U rostlin s endopolyploidif je tfeba dbat
i na spravny vybér pletiva tak, aby byl
vidét celkovy pattern pik(i. Na obrdzku
je orchidej Gomphichis macbridei a his-
togramy odectené z analyzy jejich listl
a semenikd. Z vysledkl vyplyva, Ze sprav-
nou velikost genomu Ize odecist pouze
z analyzy semenik(, kde je vidét i za-
kladni signal bunék s 2C obsahem DNA.
Standard je oznacen hvézdickou.
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Spole¢nost Beckman Coulter zcela nedavno roz-
Sifila své portfolio biochemickych testli o pIné au-
tomatizovanou analyzu hemoglobinu Alc (HbAlc)
z pIné krve. Souprava HbA1c Advanced assay (kat
¢.B93009) je urcena pro biochemické analyzatory
DxC 700 AU.

Test HbAlc Advanced (kat. ¢. B93009) tvofi tfi
druhy reagencii:

Hemolyzacni Cinidlo slouzi k pfedpfipravé vzorku
pIné krve.Reagencie R1 T-Hb je ur¢ena pro méreni
celkové koncentrace hemoglobinu (T-Hb) kolori-
metrickou metodou. Zména absorbance je mérena
pfi 570/660 nm.

Reagencie R1 a R2 HbAlc se pouzivaji k méfeni
koncentrace hemoglobinu Alc (Alc) turbidimetric-
kou imuno-inhibi¢ni metodou.

Jedinym findlnim vysledkem analyzy vzorku je vy-
pocitana hodnota HbAlc (jako pomér Alc/T-Hb)
v jednotkdch mmol/mol (IFCC) nebo % (DCCT/
NGSP). Obsluha analyzatoru je upozornéna flagem
Tx na pfipadné vysledky dil¢ich metod mimo dyna-
micky rozsah stanoveni.

Metodu v praxi jiz ovéfily a srovnaly s jinymi, bézné
dostupnymi HPLC metodikami dvé laboratore — od-
déleni OKBH v Nemocnici Valtice s.r.o.a OKBH Kar-
vinska hornicka nemocnice. V kratkosti bychom Vas
chtéli seznamit s vysledky porovnani.

Testovaci laboratore provedly ovéreni prfesnosti —
opakovatelnosti a mezilehlé preciznosti s vyuzitim
kontrolnich materialt extendSure™ (Cantebury
Scientific). Dale pak porovnani vysledkl ziska-
nych na analyzatoru DxC 700 AU naSi soupravou
HbA1c Advanced se standardni metodou pouziva-
nou v konkrétni laboratofi, tj. HPLC Tosoh G8 (Ne-
mocnice Valtice) a HPLC Arkray Adams (Karvinska
hornickd nemocnice). Korela¢ni studie zahrnula i
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ovéreni shody klinické interpretace vysledkt cca
80 pacientd.

Presnost
Opakovatelnost Mezilehld preciznost
Prlimér Prlimér
Kontrola
N mmol/ %CV N mmol/ %CV
mol mol
1] QClevell | 10 40,8 1,37% | 20 39,8 1,63 %
2 | QClevel2 | 10 98,1 049% | 18 949 1,77 %

Zjisténé hodnoty pro presnost jsou plné v souladu
s ndvodem na pouziti

Porovnani metod

Porovnani metod ukazuji nasledujici obrazky.
Sumarné Ize konstatovat, ze namérené hodnoty

reagenciemi HbAlc jsou v porovnani s Arkray Adams

0 5 % nizsi a v pfipadé Tosoh G8 je posun o néco

vyrazngjsi, tj. — 6,5 %.

HbAle Advanced
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Klinicka shoda

Pfi porovnani klinické interpretace vzhledem k v na-
vodech reagencii, resp. v laboratofich pouzivanému
cut-off (dle laboratornich pfiru¢ek) shoda dosahla
v obou pfipadech vice nez 96 % — vice nize uvedena
schémata.

HbAlc
2 [ mmol/l | <=39 | >39 mmol/l | <=39 | >39
< co
= (&)
= <=40 20 0 S <=42 11 2
= <
< >40 3 61 >42 1 73

Testovana metoda HbA1lc Advanced ukazala velmi
slibné analytické charakteristiky, v€etné klinické
shody potvrzené testovanim rutinnich neselekto-
vanych vzorkl(. Studie ukazala, Ze stanoveni HbA1lc
na modernich biochemickych analyzatorech mize
spliovat naro¢né pozadavky na preciznost a mlize
tak byt alternativou pro mnohé laboratofe, které
hledaji alternativu k HPLC.

Podékovadni

Rddi bychom touto cestou podékovali oddéleni OKBH
v Nemocnici Valtice s.r.o. a oddéleni OKBH Karvinskad
hornickd nemocnice za ochotu a pomoc pfi studii i za
v dnesni dobé ponékud komplikovanych podminek.

HbAlc
EFEKTIVNOST
A PRECIZNOST

Dostupné
na analyzatorech
DxC 700 AU

Vice na
www.beckmancoulter.com/hbalc

in vitro diagnostika
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Soucasna pandemie COVID-19 vznikla v prosinci
2019 ve mésté Wuhan vedla ke zna¢nému poten-
covani vyvoje metod detekce viru i jeho projevd.
Uz na zacatku pandemie byl izolovan a charakte-
rizovan virus, ktery pandemii zplisobil, pozdéji na-
zvany 2019 — nCoV, pfejmenovany na SARS — CoV2
a nakonec COVID-19. Stejné jako virova agens od-
povédna za propuknuti téZkého akutniho respira¢-
niho syndromu (SARS) v letech 2002-2003 a re-
spira¢niho syndromu na Stfednim vychodé (MERS)
v letech 2012-2013 je COVID-19 koronavirem. Ko-
ronaviry maji jednovlaknovy genom RNA s obalem
z Sroubovicového kapsidu slozenym z lipidové dvoj-
vrstvy. Sekvenéni analyza genomu COVID-19 odha-
lila, ze ma silnou homologii se SARS a podobnymi
koronaviry, které normalné infikuji netopyry, a z to-
hoto dlivodu je pandemie pravdépodobné zoono-
tického plvodu.

Stejné jako u SARS a MERS jsou prevladajici kli-
nické priznaky pandemie COVID-19 respira¢ni. Po
inkubacni dobé trvajici az 2 tydny se pacienti stavaji
symptomatickymi. Typickymi symptomy jsou horecka
(zjisténa u ~ 99 % pacientl), kasel (~ 50 % pacient(l)
a dychaci potize (~ 33 % pacientt). Priblizné 80 %
infikovanych jedincli ma mirné az stfedné zavazné
pfiznaky, coz se v posledni dobé s nastupem mutaci
méni. Zbytek ma zavazny priibéh onemocnéni, které
vyZaduje hospitalizaci. U tézce nemocnych jedincl

vy

respiracni tisné zplsobeny difiznim alveolarnim
poskozenim. Na zakladé vysetfeni téchto pacientl
bylo zjisténo nékolik rizikovych faktorl, které pre-

disponuji pacienty k tézkému pribéhu onemocnéni,
mezi nimiz je z hematologického hlediska na prvnim
misté D-dimer vy$si nez 750-1000 ng/ml pfi pfijeti.

Nedavno identifikovanym klinickym jevem je také
reaktivace infekce COVID-19 u podskupiny paci-
entll po zotaveni z po¢ate¢niho onemocnéni, kdy
se shadno tvofi zavazna pneumonie.

Hematologické markery u pacientu s infekci
COVID-19

Na zakladé poslednich zjisténi hraji hematologické
parametry dileZitou roli tim, Zze poskytuji klinikim
fadu uzite¢nych prognostickych marker( pro tria-
Zovani pacientd.

TABULKA 1. Hematologické biomarkery dtlezité pro infekci
COvID-19

Parametr Klinicky vyznam

Porucha imunitni odpovédi

Lymfopenie hostitele viru

Leukocyt6za, CD64 Superinfekce bakteriemi

Bakterialni superinfekce,

Neutrofilie cytokinova boure

Trombocytopenie
Pozitivita MDW

Konzumpcni koagulopatie

Systémovy zanét

Lymfopenie
Lymfopenie je béznym nalezem u pacientl s infekci
COVID-19 a pfedpoklada se, Ze predstavuje defektni
imunitni odpoveéd na virus. Dle prvnich publikova-
nych Gdajd RT-PCR potvrzenych pfipadi COVID-19
infekci se lymfopenie (definovana jako absolutni
pocet lymfocytl <1,0 x 10°/1) vyskytuje u 63 % pa-
cientd. Dalsi analyzou literarnich dat bylo zjisténo,
ze u 35 % — 75 % COVID-19 pozitivnich pacientli se
vyvinula lymfopenie, coz byl ¢astéjsi rys pacientd,
ktefi zemreli na nemoc. Jako hranice prediktivni
hodnoty pro pfijeti na jednotku intenzivni péce (JIP)
byl definovan podet lymfocyt <0,6 x 10%/I.

U déti je lymfopenie mnohem méné cCasta. To je
rozdilné od jinych podobnych virovych infekci, jako



je SARS, u nichz byla lymfopenie mnohem castéj-
Sim nalezem.

Leukocytéza

Leukocytdza, bez ohledu na to, zda predstavuje ne-
utrofilii, lymfocytézu nebo oboji, je zaznamenana
u mensi ¢asti pacientll infikovanych COVID-19 a zda
se, ze je predzvésti bakterialni infekce nebo superin-
fekce. Posledni prace zaznamenaly, Ze leukocytéza
byla identifikovana u 11,4 % pacientl se zdvaznym
onemocnénim ve srovnani s 4,8 % pacientl s mirnym
az stfedné zavaznym onemocnénim (pomér Sanci
[OR], 2,54; 95% interval spolehlivosti [C], 1,43-4,52).

Neutrofilie

Udaje o neutrofiliich jsou netplné a nejsou v litera-
ture Siroce feSeny. Dostupné udaje naznacuiji, ze ne-
utrofilie je vyrazem cytokinové boure a hyperzanétli-
vého stavu, které maji dilezitou patogenetickou roli
v COVID-19 a souvisejicich infekcich, jako je SARS.
Cytoplazmatické a jaderné morfologické anomalie,
od hyposegmentovanych jader po apoptdzu, byly
popsany v cirkulujicich granulocytech v dobé pfijeti
do nemocnice, pravdépodobné ve vztahu k hyperza-
nétlivému stavu s cytokinovou boufi. Obvykle pfed-
chazeji zvyseni reaktivnich lymfocytl. Neutrofilie
muze také indikovat superponovanou bakteridlni
infekci. Napftiklad Fan a kol. ! zaznamenali, Ze neu-
trofilie je ¢asta u pacientd Ié¢enych na JIP béhem
hospitalizace (11,6 vs. 3,5 x 10%/1).

Markery systémového zanétu - MDW a CD 64
V poslednich letech byla zafazena do diagnostic-
kého procesu fada biomarkert systémového zanétu
vCetné sepse jako soucast vySetieni krevniho obrazu
na bézné dostupnych analyzatorech. Mezi né patii
exprese neutrofild CD64, primérny objem bunék ne-
utrofild a monocyt(, nezrala frakce granulocytd, index
neutrofilt delta a Sifka distribuce monocytd (MDW).
Jevi se, Ze nékteré z téchto markertl mohou byt uzi-
te¢né pfi identifikaci pacient( s rizikem sekundarni
bakterialni sepse, i kdyZ Udaje v tomto okamziku
pandemie chybi. Vyjimkou je MDW (Beckman Cou-
Iter), u kterého bylo hlaseno zvyseni u témér vsech
pacientll infikovanych COVID-19, zejména u pacientl
s nejhorsimi klinickymi ptiznaky. Udaje MDW je tfeba
interpretovat opatrné, protoze pfitomnost reaktiv-
nich lymfocytd u pacientl pozitivnich na COVID-19
muze vést k falesné zvysenému MDW.

Dalsi potencialni aplikaci udajii odvozenych z CBC
by bylo pouziti vzorcl, jako je pomér neutrofilC

k lymfocytdim (NLR), pomér krevnich desti¢ek k lym-
focytlim a pomér monocytd k lymfocytlim, které
slouzi jako nahrada k posouzeni rozsahu systémo-
vych zanétl. Ackoli vtomto okamziku chybi rozsahla
studie, Qin a kol. 2 uvadéji zvyseni NLR u pacientl
se zavaznym onemocnénim ve srovnani s témi bez.

Trombocytopenie

Trombocytopenie je dllezitym indikatorem zavaz-
ného onemocnéni u pacienttl s COVID-19, jak zdl-
raznil nedavny prehled dostupnych recenzovanych
Udaju. To neni prekvapuijici, protoze pocet krevnich
desti¢ek je vyuzivan skérovacimi systémy, jako je
skére vice organovych dysfunkci, Metaanalyza shro-
mazdéna z deviti studii ukazala, ze u vétSiny paci-
entll byla hlasena trombocytopenie. To je podobné
Gdajiim hlasenym v ohnisku SARS, ve kterych byla
trombocytopenie hlasena v ~ 55 % pfipadu a kore-
lovala se zvySenym rizikem zavazného onemocnéni.
U pacientl se zavaznou infekci je trombocytopenie
identifikovana az u 57,7 % pacientl oproti 31,6 %
pacientll s méné vyznamnymi pfiznaky COVID-19
(OR 2,96,95% Cl, 2,07-4,22). Je zajimavé, ze trom-
bocytéza byla identifikovana u mensi ¢asti pacientd,
naptiklad Chen a kol. 3, ktefi uvadéji tento nalez ve
~ 4 % pripadd.

Koagulaéni parametry

Typickym znakem ¢asti pacientll s tézkou pneumo-
nii je vyvoj virové sepse, diseminované intravasku-
larni koagulace (DIC) a multiorgdnového selhani.
Koagulaéni parametry ukazuji abnormalni vysledky
souvisejici se sepsi nebo DIC. Protrombinovy ¢as
(PT) a D-dimer jsou uzite¢nymi indikatory prognézy
a zavaznosti onemocnéni u COVID-19. Ve studii
u 183 koronavirovych pneumonii byly béhem 2ty-
denni hospitalizace postupné méreny PT, aktivovany
parcidlni tromboplastinovy ¢as (APTT), fibrinogen,
antitrombin, FDP a D-dimer. Celkova umrtnost byla
11,5 %. Pacienti, ktefi zemreli na ndsledky virové
infekce méli vyznamné vyssi hladiny D-dimeru a FDP
a soucasné delsi PT a APTT. U pacientl s umrtim
na infekci béhem hospitalizace byla pozorovana
progredujici konzumpéni koagulopatie ve smyslu
zvyseni hladin D-dimeru, FDP a vyrazného snizovani
hladiny AT a FIB antikoagula¢ni 1é¢bu LMWH. Kromé
toho bylo u nékolika kriticky nemocnych pacient(l
hlaseno, Ze u nich doslo ke koagulopatii, vyvoji an-
tifosfolipidovych protilatek a zvysenému riziku vy-
skytu arterialnich a Zilnich trombotickych pfihod
jako je mozkovy infarkt.
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Graf 1 Hodnoceni D-dimertl dle priikazu Covid-19 infekce.
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Graf. 3 Dynamika vyvoje MDW od pozitivniho priikazu COVID-19
infekce na zakladé PCR testu.

Nase vysledky

V obdobi druhé viny pandemie COVID-19 bylo pro-
vadéno na Hemato-onkologické klinice FN Olomouc
ve spolupraci s privatni laboratofi SPEA Olomouc
s. . 0. vySetfeni souboru 78 pacientll pfijatych na
oddéleni urgentniho pfijmu pro podezieni na pfi-
znaky virového onemocnéni. Soubor tvofilo 41
muzl a 37 Zen, primérny vék souboru byl 59 let,
medidn 61,5 let. U pacientl byla provedena za-
kladni diagnostika krevniho obrazu a koagulace,
kde byly sledovany parametry distribuéni Sife mono-
cytd (MDW) a D-dimery. Cilem vySetfeni bylo iden-
tifikovat zavaznost klinické manifestace a virového
onemocnéni s ohledem na potfebu plicni podpory.
Vysetreni bylo také doplnéné o stanoveni markeru
CD64 pro diagnostiku sekundarni bakterialni sepse.
Ze 78 pacientll mélo 67 pacientl prokazanou pfi-
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Graf 2 Hodnoceni MDW dle priikazu Covid-19 infekce.
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Graf 4 Analyza sekundarni bakterialni sepse u COVID-19 pozi-
tivnich pacient(.

tomnost viru COVID-19 na zakladé PCR diagnostiky
a 11 mélo klinické znaky virového respira¢niho one-
mocnéni, nicméné pozitivita COVID-19 viru nebyla
prokazana. Pacienti byli diagnostikovani v rliznych
dnech ode dne pozitivity PCR testu na COVID-19,
a to zejména v zavislosti na zhorseni symptomt
tohoto onemocnéni napf. ztrata chuti a Cichu, ne-
ustupujici horecky, progredujici dusnost, celkova
Unava a slabost organismu.

Zakladni rozdéleni pacientl je standardné pro-
vadéno dle hladiny D-dimeru a v nasem souboru
jsme pouzili cut off hodnotu 750 ng/ml. Z 67 po-
zitivnich pacientld (graf 1) mélo zvySené hodnoty
D-dimerli nad 750 ng/ml 27 pacient. 40 pacientl
mélo hodnoty nizsi. Bez ohledu na PCR pozitivitu
pacientll pozorujeme zvysenou hladinu D-dimert
u 40, respektive 45 % pacientd.

Pozitivni (n = 67) i negativni (n = 11) pacienti
byli rozdéleni na dvé skupiny podle cut off hod-




noty 750 ng/ml. 27 pozitivnich pacientd (40,30 %
souboru) mélo zvysené hodnoty D-dimert (d =
1469,80 + 842,28 ng/ml). 40 pacientli mélo hod-
noty nizsi (d =431,37 £ 169,19 ng/ml). U 11 CO-
VID-19 negativnich pacientld mélo 5 (45,45 %
souboru) pacientt hodnoty D-dimerd nad cut off
(1665 £ 915,10 ng/ml), 6 bylo negativnich (282,17
* 155,28 ng/ml).

Z markerd systémového zanétu byly o vSech pa-
cientll vySetfeny Sife distribuce monocytli (MDW)
a znak CD64 jako marker bakterialni sepse. V ce-
Iém souboru pacientll nachazime zvysené hodnoty
MDW u 80 % COVID-19 pozitivnich pacientli a 45 %
u COVID-19 negativnich pacientd. Jako cut off jsme
zvolili hodnotu 22,0 % MDW podle Polilli a kol.#
Pricemz u PCR pozitivnich je primérna hodnota
celého souboru (n = 67) 27,83 % oproti PCR tes-
tem COVID-19 negativnim pacientdim (n = 11;d =
22,52 %), coz je pravdépodobné zplisobeno ¢aso-
vym hlediskem od pocatku virové nakazy.

Prlimérna hodnota u souboru COVID-19 pozitiv-
nich pacientd (n = 67) byla 27,83 + 5,3 % oproti
pacientdim negativnim (n = 11), kde d = 22,52 *
3,13 %. Podle Polilli a kol.# je cut off hodnota pro
predikci sepse nad 22 % se specifitou 70 %. Nad
touto hladinou se nachazelo 80,09 % COVID-19
pozitivnich pacientll a 45,45 % COVID-19 negativ-
nich pacientd. Pro pacienty s hodnotou nad 29 %
je sepse predikovana s 98,7 % specifitou.

Z tohoto dlivodu jsme hodnotili dynamiku vyvoje
MDW z hlediska doby od pocatku diagnostikovaného
virového infektu. Z grafu 3 je patrny postupny narst
MDW s maximem 6. dne od potvrzeni virové infekce
PCR testem, s naslednym postupnym poklesem.

Hodnoty MDW nardstaji do maxima 6. dne, kdy
nasledné zase dochazi k pozvolnému opétovnému
poklesu. Jednotlivé body v grafu jsou vyjadieny
jako primérné hodnoty, kdy den 1 a 2 byl hodno-
cen samostatné diky vétSimu mnozstvi vysledku.
Ostatni body vyjadfuji priméry souctd s dny pred-
chozimi.

Z hlediska odliseni pficiny infekéniho stavu jsme
vySetiovali znak CD64 na neutrofilech jako marker
bakterialni sepse. V celém souboru (graf 4) byla
zvysena hodnota u 38 %, respektive 36 % paci-
entl. Samozfejmé je nutné brat hodnotu cut off
pro CD64 pozitivitu, ktera byla stanovena dle prace
Halek a kol. > na zcela odlisné skupiné pacient(.

Z 67 COVID-19 pozitivhich pacientd mélo 26 pa-
cientl (38,80 %) hodnoty CD64 nad cut off hranici
13 %, charakterizujici pocinajici vznik bakterialni

sepse. 41 pacientl (62,20 %) bylo negativnich.
Ze skupiny COVID-19 negativnich pacientl méli
4 (36,40 %) pacienti zvySené hodnoty CD64. 7 pa-
cientll (63,60 %) bylo negativnich.

Zaveér
V tridzovani pacientll s podezienim na ptiznaky vi-
rového onemocnéni v disledku COVID-19 je kli-
¢ova pozice D-Dimeru s cut-off hodnotou mezi
750-1000 ng/ml FEU. Jeho kombinace s markery
systémového zanétu, kterymi je Sife distribuce mo-
nocytll MDW a CD64 znakem, se jevi jako velice pfi-
nosna, protoze ndm pom’ze odhalit sekundarni bak-
terialni sepse u primarné virové postiZzenych pacient.
U COVID-19 pozitivnich pacientl dochazi k vy-
raznému zvySeni parametru MDW nad cut off hod-
notu 22 % nez u béznych infekci*. Nejvyssi hod-
noty byly dosazeny 6. dne od pozitivity PCR testu
s haslednym jeho postupnym poklesem. Literarné
uvadénd moznost ovlivnéni MDW® pomoci reaktiv-
nich lymfocytl byla analyzovana porovnanim ma-
nudlniho diferencialu s pocditatem vyhodnocenym
diferencialem. Ovlivnéni MDW nebylo prokazano.
Z hlediska hodnoceni pficiny stavi na zakladé pozi-
tivity CD64 znaku je z naSich vysledku patrné, ze vice
nez 1/3 pacientl je po prodélaném virovém infektu
nachylna k zavazné sekundarni bakterialni infekci.
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Od listopadu 2019 do €ervna 2020 probihala ve
VSeobecné fakultni nemocnici v Praze unikatni stu-
die zamérena na porovnani laboratornich marker(
zanétu a vyhodnoceni jejich diagnostické vytéznosti
pro ¢asnou sepsi. V ramci studie byly stanovovany,
kromé jiz bézné vyuzivanych biochemickych marker(
(CRP, laktat, prokalcitonin, IL-6 a presepsin) a hema-
tologickych (parametry krevniho obrazu), i povrchové
bunééné markery CD64 a CD11b na neutrofilech.
VySetfeni krevniho obrazu bylo rozsiteno o marker
distribu¢ni Sife monocytdl (MDW), ktery byl méren
na analyzatoru DxH 900 firmy Beckman Coulter.

Cilem studie bylo tedy porovnat diagnostickou
vytéZznost stanovovanych markerl pro definovany
klinicky stav. Do studie byli zafazeni pacienti akutné
pfijati na urgentnim pfijmu s podezienim na sepsi na
zakladé klinickych pfiznakt a vyhodnoceni gSOFA.
Krev odebrana primarné pro stanoveni krevniho
obrazu a standardné indikovanych biochemickych
marker( byla dale vyuzita na vysSetfeni nasleduji-
cich markert zanétu — CRP, prokalcitonin, presep-
sin, IL-6, laktat, CD-64 na neutrofilech a CD11b na
neutrofilech. B&zZné stanovované parametry krev-
niho obrazu byly rozsifeny o MDW (Monocyte Dis-
tribution Width) a ICIS (Intensive Care Infection
Score). Pfi interpretaci vysledk( jsme zohlednili

i bakteriologické nalezy hemokultur, pokud tedy
byly odebrany.

Unikatni byla tato studie i v tom, ze do ni byly
zapojeny vSechny slozky laboratorniho komple-
mentu — klinicka biochemie, hematologie, imuno-
logie i bakteriologie.V pavilbnovém typu nemocnice,
kterym VFEN je, to znamenalo pfedevsim logisticky
problém. Dale bylo nutné zohlednit poZadavky
preanalytické faze pro stanoveni prlitokovou cy-
tometrii, a to predevsim dobu stability markerd na
neutrofilech, ovérili jsme si, Ze maximalni prijatelna
doba je 6 hodin od odbéru, coz byl dalsi limitujici
fakt pro sbér vzorkud. Postupné se nam podafilo
nastavit nasledujici protokol — zafazeni do studie
na zakladé vyhodnoceni klinického stavu a gSOFA
z nocnich a rannich pfijm0, odbér vzorkl do dvou
hodin od pfijmu, okamzité stanoveni parametr(
krevniho obrazu, cytometricka stanoveni do 6 hodin
od odbéru a zamrazeni krevni plazmy na —80 °C,
nasledné doplnéni biochemickych stanoveni ze
zmrazenych vzork(. Vzorky, které nesplnovaly tento
protokol, byly ze studie nasledné vyfazeny. Ze stu-
die byli také vyfazeni pacienti pod 18 let a pacienti
s primarné hematoonkologickym onemocnénim.

Po uplatnéni vylu¢ovacich kritérii nam v souboru
zbylo 104 pacientd, ktefi byli retrospektivné na za-
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kladé klinického nalezu a laboratornich vysledk
rozdéleni do ndasledujicich skupin — sepse/septicky
Sok (n=40), lokalizovany infekt (n=35), neinfekéni
SIRS (n=14) a kontroly bez pfitomnosti lokalizova-
ného i systémového zanétu (n=15). Bakteriologické
vzorky téchto pacientll byly posouzeny klinickym mi-
krobiologem z hlediska relevance bakteriologického
nalezu. Pfi hodnoceni jsme zohlednili i stav organo-
vych funkci z diivodu spravné interpretace napfiklad
hladin CRP pfi poruse jaterni proteosyntézy, hladin
presepsinu pfi zjiSténé rendlni insuficienci a dalSich
znamych limitaci (nespecifické, respektive nein-
fekeni elevace PCT u neinfekéni systémové zanétlivé
odpovédi, moznost ovlivnéni produkce leukocytl —
pfipadné imunosuprese, biologicka [é¢ba).

MDW

Hematologicka laboratof se zaméfila pfedevsim na
parametr MDW (Monocyte Distribution Width) tzv.
distribu¢ni $ite monocytt. Velkou vyhodou MDW je
jeho pfimé stanoveni v ramci zakladniho krevniho
obrazu s diferencidlnim poétem leukocytl na he-
matologickém analyzatoru DxH 900 firmy Beckman
Coulter. Probiha-li v organismu infekéni onemocnéni,
tak prvni obrannou linii v rdmci nespecifické imunity
jsou neutrofily a také monocyty. V boji s infekénim
agens se monocyty aktivuiji, zvysuji intracelularni ob-
sah lysozomu, a tim méni svoji velikost. Zvyseni hod-
noty MDW tedy odrazi aktivitu monocyt( v infekénim
prostfedi organismu. Cut off hodnota MDW, jakoZto
¢asného markeru sepse, byla na zakladé multicent-
rické studie provedené vyrobcem stanovena na 20

jednotek. Pokud se hodnota MDW u dospélych pa-
cientll pohybuje nad tuto hodnotu, pak se zvysuje
i pravdépodobnost, Ze se u nich do 12 hodin rozvine
septicky stav. Na obr. 1 je patrny rozdil v MDW u pa-
cienta s fyziologickym nalezem (a), hodnota MDW
se pohybuje kolem 13. Monocyty nevykazuji zadnou
aktivitu a jejich objem je vice méné stejny. Naopak,
hodnota MDW u pacienta s prokazanou sepsi (b) je
44, tedy hodné pres cut off.

Stabilita MDW byla vyhodnocena po 6 hodinach
u 23 vzorkd, u nichz MDW nepiesahlo hodnotu 24.
Variacni koeficient stability u téchto vzork( nepre-
sahl 5 %. U 17 vzorkd s hodnotou MDW vétsi nez
24 byl varia¢ni koeficient stability mensi nez 10 %.
Vzhledem k tomu, Ze se ndm podafilo celkem dobfe
nastavit systém spoluprace napfi¢ vsemi dotéenymi
laboratofemi, byly vSechny vzorky periferni krve
zméreny v priméru do 3 hodin od odbéru. Posled-
nim krokem v hematologické laboratofi bylo zhoto-
veni natéru vsech vzorkd periferni krve a vyhodno-
ceni manualniho diferencidlniho poctu leukocytd,
vcetné zhodnocenim morfologickych zmén u nezra-
lych granulocytd, neutrofildl, lymfocytd a monocytd.

Pro zajimavost jsme do studie zafadili srovnani
MDW s parametrem ICIS (Intensive Care Infection
Score), ktery napomaha odlisit infekéni sepsi od
neinfekéni systémové zanétlivé reakce organismu
(SIRS). Na analyzatoru firmy Sysmex byl zméren
krevni obraz s Sestipopula¢nim diferencialem a s re-
tikulocyty. Skére ICIS bylo poté vypoditano z péti pa-
rametrl, které prezentuji asnou vrozenou imunitni
odpovéd na infekéni agens. Je to absolutni pocet

" a il
0br.1 Rozdil v MDW resp., rozloZeni populaci leukocytd: a) zdravy pacient, b) pacient s prokazanou sepsi. Zelena = monocyty, rlizova
= neurofily, oranZova = eosinofily, modra = lymfocyty, bila = bazofily, Cervena = debris.
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neutrofild, intenzita fluorescence neutrofill, celkovy
pocet nezralych granulocytll, parametr odrazejici
protilatkovou aktivitu organismu a poslednim je
parametr, ktery zohlednuje dostupnost Zeleza jako
obranného mechanismu s kratkym reakénim ¢asem.

CD64,CD11b

Metodou pritokové cytometrie jsme stanovovali
intenzitu exprese povrchovych markerd na neutro-
filech. CD64 je integralni membranovy glykoprotein
s funkci receptoru pro Fc fragment imunoglobuling,
FcyRI. V klidovém stavu je exprimovan na monocy-
tech a v nizkém mnozstvi i na neutrofilech. Plso-
benim prozanétlivych cytokinl (INF ale i G-CSF) se
jeho exprese vyrazné zvysuje.V odpovédi na infekci
je tak zajisténa efektivnéjsi fagocytéza patogennich
mikroorganismd.

Receptor CD11b je soucasti integrinu Mac-1
(CD11b/CD18). V zanétlivé odpovédi ma vyznam
pfi migraci monocytl a neutrofildl do mista zanétu.
Na nestimulovanych neutrofilech je mira jeho ex-
prese velmi nizka, ta véak vyznamné narlsta pfi
bakterialni patogenni expozici.

MFI obou téchto povrchovych marker( jsme méfili
metodou pritokové cytometrie. Pro stanoveni jsme
pouzivali monoklonalni protilatky vyrobce Beckman
Coulter — CD64-FITC (klon 22) a CD11b-APC (klon
Bearl). Pro pfipravu vzorku jsme pouzivali lyzaéni
¢inidlo Versalyse (Beckman Coulter) a vzorek jsme
2x promyvali PBS. Gatovaci strategie byla velmi jed-
noducha, neutrofily jsme gatovali na zdkladé rozdeé-
leni FS a SS a exprese znaku CD45 (CD45-K0). Poté
jsme stanovili prlmérnou intenzitu fluorescence
v pfislusnych kanalech znakd CD64 a CD11b. Mérili
jsme na cytometru NaviosEx.

Vysledky

Cilem studie bylo vyhodnotit vhodné markery, Ci
jejich kombinaci, pro ¢asnou diagnostiku sepse
a k stratifikaci septického pacienta najit marker
s vysokou rozliSovaci schopnosti mezi sepsi a ne-
infekéni systémovou zanétlivou odpovédi — zde se
v pribézném hodnoceni velice nadéjné jevi imu-
nologicky marker CD64 na neutrofilech pfedevsim
v kombinaci s PCT. Intenzita fluorescence u markeru
CD64 na neutrofilech pomérné dobfe rozliSuje mezi
kontrolni a septickou skupinou, u septické skupiny
byla zvySena az 10 ndsobné. Pfedevsim jeho kombi-
nace s PCT ukazuje moznosti ve zvyseni specificity
laboratorni diagnostiky ¢asné sepse. Pfredbézné
vysledky ndm ukazaly, Ze z hlediska hodnoceni
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¢asného septického stavu, neni stanoveni markeru
CD11b na neutrofilech u dospélych, ¢asto polymor-
bidnich pacientl, vhodné.

Zajimavé jsou téz vysledky potvrzujici diagnostic-
kou uc¢innost nového hematologického markeru
MDW pro sepsi. Pfekvapilo nas, ze MDW u kon-
trolni skupiny se pohybovala kolem 20, tedy pfi
cut off hodnoté. V nékterych pripadech dosahla
az na hodnotu 24, coz se lisi od hodnoty stano-
vené v primarni firemni studii. Ve skupiné septic-
kych pacientll dobte koreluje vzristajici hodnota
MDW s leukocyty a posunem doleva, avSak kore-
lace MDW a ICIS je spiSe proménliva. Podobné je
i chovani obou parametrd vici PCT. Samostatné
vSak nem4, ani jeden z parametr(l, jednoznacnou
specificitu k laboratorni diagnostice ¢asné sepse.
Nicméné, chovani parametru MDW naznacuje, ze
je lepSim diagnostickym parametrem pro septické
stavy. Nespornou vyhodou obou parametrl je je-
jich rychlé, jednoduché a levné stanoveni v ramci
krevniho obrazu.

Zaveér

Toto sdéleni nema za cil prezentaci vysledk( stu-
die, vysledky v soucasné dobé statisticky zpraco-
vavame a pfipravujeme jejich publikaci. Cilem bylo
upozornit na moznosti rozsifit diagnostiku zejména
¢asné sepse o nové zajimavé primarné hematolo-
gické aimunologické parametry. Pfi zvladnuti ¢asto
obtizné logistiky (vSechny laboratofe nepracuji
v modu 24/7) propojit hlavni odvétvi klinické labora-
torni praxe a ve spolupraci s kliniky zlepSit a zpfesnit
diagnostiku u kriticky nemocnych, a stat se tak
nedilnou soucdsti nemocnic¢niho alert systému.

Podékovani

Rady bychom podékovaly firmé Beckman Coulter za
zapUjcéeni analyzatoru DxH 900 a Ing. Petru Lehnertovi
za spolupraci.

Mgr. Irena Francovd, Klinickd imunologie

a alergologie-laborator: Ustav lékarské biochemie
a laboratorni diagnostiky; Vseobecnd fakultni
nemocnice v Praze

Mgr. Veronika Vdsovd, Centrdlni hematologické
laboratore, Ustav lékarské biochemie a laboratorni
diagnostiky; VSeobecnd fakultni nemocnice v Praze
Doc. MUDr. Helena Lahoda Brodskd, Ph.D.,
Centrdini laborator. Ustav lékar'ské biochemie

a laboratorni diagnostiky; VSeobecnd fakultni
nemocnice v Praze



Analytické metody jako kapalinova chromatogra-
fie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS)
schopny detekovat viry ve slozitych matricich se
objevily, bud jako doplnéni, nebo jako ndhrada. De-
tekce vird metodou LC-MS spoléha na pfitomnost
peptidd, které jsou specifické pro virus, a nikoli pro
jeho hostitele. Aby metoda LC-MS dosahla citlivo-
sti potfebné k detekci virovych peptidd, klicovymi
aspekty jsou metoda Cisténi vzorku a volba pouzité
LC kolony. Ciéténi vzorku zvy$uje pomér signalu
k Sumu, coZz umoziuje detekci virovych peptida pfi
stopovych hladinach. SPE (extrakce na pevné fazi)
je nejefektivnéjsi technika pfipravy vzorkd, ktera
pomaha eliminovat interference spojené se sloz-
kami matrice vzorku, pficemz selektivné zadrzuje
pozadované peptidy.

Dosazeni pozadované citlivosti zavisi také na di-
menzich LC kolony. Jiz dlouho je zndmo, Ze nano
LC technologie zvysSuje citlivost a umoznuje uziva-
teli provadét chromatografickou separaci v mensim
méfritku skrze snizeni vnitfniho priiméru kolony, coz
ma za nasledek snizeni priitokové rychlosti, zvyseni
koncentrace analytu a tim zvySeni citlivosti.>-® Za-
timco nano LC dokdaze zvysit citlivost, kombinace
tzkych vnitfnich primért kolon a core shell bioZen
technologie spole¢nosti Phenomenex, vede k mi-
nimalnimu rozsiteni piku, zkraceni difuzni drahy,
narlstu vysky piku a tim ke zvy$eni citlivosti ve srov-
nani s plné poréznimi ¢asticemi.®

Mikroelu¢ni SPE Ize Uspésné spojit s nano LC-MS.
Mikroeluce je miniaturizovany format SPE, ktery je
idedlni pfi praci s malymi objemy vzork, nizkou kon-
centraci analytu a potfebou zvySeni signdlu analytu.”
Tato technicka poznamka poskytuje miniaturizované
LC-MS a SPE metody pro spolehlivou a pfesnou de-

tekci virovych peptidl v koncentraci 1 fmol/pl s po-
uzitim nukleokapsidového proteinu SARS-CoV-2
(N-protein) jako modelového systému s pouzitim
SPE Strata-X mikroeluce pro &isténi vzorku a bio-
Zen 2,6 pm Peptide XB-C18 nano kolon spojenych
s Sciex QTRAP 6500+ hmotnostnim spektrometrem
pro maximalni citlivost.

Pfiprava vzorku
Extrakce na pevné fazi

Sorbent: Strata®-X 96-Well Plate, 2 mg/well
Katalogové ¢islo: 8M-S100-4GA

Aktivace: 200 pl metanolu

Ekvilibrace: 200 pl vody

Nastfik vzorku: 400 pl zfedéného vzorku stéru z nosohltanu
(200 pl vzorku s 200 pL 4% kyseliny fosfo-

re¢né ve vodé s pfidanym tézkym peptidem)

Promyvani 1: 200 pl 20 kyseliny mravenci ve vodé
Promyvani 2: 200 pl vody

Eluce: 2x40 pl 1% TFA v ACN: voda (75:25)
Suseni: Dusikem pfi teploté niz8i nez 40 °C
Rekonstituce: Resuspendace suchého vzorku ve 100 pl

0,1% kyseliny mravenci ve vodé

LC podminky

Kolona: bioZen 2,6 pm Peptide XB-C18
Parametry: 150x0,075 mm
Katalogové ¢islo: 0OO0OF-4768-AW-21
Tlak (bar): 200
Mobilni faze: A: 0,1 % kyseliny mravenci ve vodé
B: 0,1 % kyseliny mravenci ve acetonitrilu
Gradient: Cas (min) % B
0 3
30 40
35 70
40 80
41 3
50 3
Pratok: 250 pl/min
Teplota: 25°C
Systém LC: NanoLC™ 425 (SCIEX)
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Detekce: MS/MS
Detektor: 6500 QTRAP® (SCIEX)
Nastrik: 1l

MS Parameters

CUR: 30
IS: 2500
GS1: 35
GS2: A: 0
IHT: 150
CAD: Nizky
EP: 10

Materialy a metody

Vzorky z vytéru nosohltanu byly odebrany do PBS
pufru a poté podrobeny tryptickému Stépeni. Po
Stépeni byly ke vzorkim pridany syntetické pep-
tidy (tabulka 1) a nasledovalo sériové fedéni. Izo-
topové znacené syntetické peptidy byly oznaceny
na C-konci argininu (R) nebo lysinu (K) (tabulka 1)
a byly pridany pro ucely kvantifikace. Purifikace
metodou mikroeluéni SPE byla provedena znazor-
nénym zplsobem.

Zpracovani dat

Ke kvantitativnim tcellim byl pouzit software Sciex
OS (verze 2.0.0), zatimco kvalitativni ucely pouzili
software Skyline (verze 20.1.0.31).

Vysledky a diskuse

K trypsinem Stépenym vzorklm z vytéru nosohl-
tanu (obsahujicim pét pfidanych syntetickych pep-
tidl specifickych pro nukleokapsidové proteiny viru
SARS-CoV-2 jako v tabulce 1) byly pridany jejich
peptidové protéjsky znacené na C-konci argininu

i (LT

Obrazek 1 Chromatograficka separace 5 syntetickych peptid(i
SARS-CoV-2

(R) nebo lysinu (K) (tabulka 1), coz umoznilo kvanti-
fikaci s vyuzitim poméru plochy piku tézkého znace-
ného peptidu viici neznacenému (lehkému) peptidu.
Metoda s kolonou bioZen™ 2,6 pum Peptide XB-
C18 umoznila dostate¢nou retenci virovych pep-
tidl a poskytla skvélé rozliseni mezi péti analyty.
Nanorozméry kolony spolu s technikou miniaturizo-
vané SPE navic vysledné poskytly ultracisty extrakt
s minimalnim Sumem pozadi, ¢imz bylo dosazeno
vyrazné nizsi hladiny kvantifikace, 1 fmol/pl.

Za ucelem stanoveni dynamického rozsahu testu
byla analyzovana kalibra¢ni kfivka konstruovana
pro extrahované vzorky v rozmezi koncentraci 1 az

Tabulka 1 MRM (Monitorovanf vice reakcf) optimalizované pa-
rametry pfechodu.

D Hmotnost Q1 Hmotnost Q3 RTV— Retgnéni sMRM DP CE OXP

(Da) (Da) ¢as (min) prodleva
GQGVPINTNSSPDDQIGYYR+3y16+2.heavy 731,015 925,433 171 208,871 70 31 50
GQGVPINTNSSPDDQIGYYR+3y16+2 light 727,678 920,429 171 208,871 70 31 50
GQGVPINTNSSPDDQIGYYR+3y9+2.light 727,678 563,762 171 208,871 70 31 50
NPANNAAIVLQLPQGTTLPK+3y8.heavy 690,06 849,492 209 224,491 80 40 40
NPANNAAIVLQLPQGTTLPK+3y8 light 687,388 841,478 209 224,491 80 40 40
NPANNAAIVLQLPQGTTLPK+3b9.light 687,388 865,453 209 224,491 80 40 40
DGIIWVATEGALNTPK+3y7.heavy 564,973 708,413 223 155,65 80 36 10
DGIIWVATEGALNTPK+3y7 light 687,388 865,453 20,9 224,491 80 40 40
DGIIWVATEGALNTPK. +3y5 light 562,302 572,34 223 155,65 80 35 18
AYNVTQAFGR +2y6. heavy 569 689,4 16,3 209,429 50 24 12
AYNVTQAFGR +2y6. light 564 679,4 16 250 50 24 12
AYNVTQAFGR +2y6. light 564 8926 16,3 209,429 50 26 15
QQTVTLLPAADLDDFSK+2y10.heavy 9356 1086,8 22 129,08 80 40 20
QQTVTLLPAADLDDFSK+2y10.light 9316 10785 22 129,08 80 40 20
QQTVTLLPAADLDDFSK+2y11.light 9316 1191,6 22 129,08 70 37 20
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GQGVPINTNSSPDDQIGYYR NPANNAAIVLQLPQGTTLPK
= g - :
- & O &
=1 =] ol =]
3 et - | O &
DGIIWVATEGALNTPK AYNVTQAFGR
= N 3
§ 3 g
QQTVTLLPAADLDDFSK Tabulka 2 Pomér signalu k Sumu pro jednotlivé peptidy pfi kon-
=} B centraci 1fmol/pl.
L = ID peptidu S/N
13
= 2 AYNVTQAFGR+2y6. light 408
_ 3 DGIIWVATEGALNTPK+3y7 light 460
= N | WS QQTVTLLPAADLDDFSK+2y10.light 1293
NPANNAAIVLQLPQGTTLPK+3y8.light 323
Obrazek 2 Viytazené iontové chromatogramy individualnich MRM GQGVPINTNSSPDDQIGYYR+3y16+2 light 12

pfechodd.

200 fmol/pl. VSech pét peptidd vykazovalo linearitu
v celém rozsahu koncentraci (obrazek 3). To ukazuje,
ze kazdy peptid Ize spolehlivé kvantitativné stanovit
az do koncentrace nejméné 1 fmol/pl. Poméry sig-
tované koncentraci 1 fmol/pl a vychazely z relativni
odezvy proti extraktu slepé matrice. Byly zjisStény
poméry S/N v rozmezi 112 az 1293 (tabulka 2).
Vzorky kontroly kvality byly testovany na opakova-
nou extrakci pfi 3 riznych hladinach koncentrace
(tabulka 3). Byla vypoctena spravnost v rozmezi
93-118 % a varia¢ni koeficient <7 %, coz odpovida
pfijatelnym oborovym standarddm.

Zavér

Metoda s kolonou bioZen™ Peptide XB-C18 s na-
nocasticemi s pevnym jadrem a poréznim povrchem
ma dostatecnou retenci peptidl viru SARS-CoV-2
a poskytuje mezi témito analyty skvélé rozliSeni.
S vyuzitim mikroeluéni SPE Strata-X byly vzorky ex-

trahovany efektivnéji a v mnohem krat$im ¢ase nez
pfi konvencni SPE. Tato selektivni extrakce a citliva
chromatografie poskytly poméry signal/sum > 112
pfi koncentraci 1 fmol/pl. Selektivita pfi nejnizsi
testované koncentraci 1 fmol/pl naznacuje, ze de-
tekéni rozsah Ize pro tyto peptidy snadno rozsifit
na mnohem nizsi koncentra¢ni rozmezi, a tak do-
sahnout nejnizsi urovné kvantifikace. Dynamicky
rozsah testované mikroelu¢ni SPE prokazuje pfija-
telnou linearitu s hodnotami r2 > 0,995 pro vsechny
peptidy. Oborové standardy také vyzaduji spravnost
80-120 % a presnost <20 % na dolni mezi kvanti-
fikace (LLOQ) a <15 % v celém rozsahu kalibra¢ni
kfivky, coz pfedlozena metodika dobfe splinila. Pfed-
loZena data ukazuiji, Ze pfi pouziti mikroeluéni SPE
ve spojeni s kolonami bioZen 2,6 um Peptide XB-
C18 s nanocasticemi s pevnym jadrem a poréznim
povrchem lIze peptidy viru SARS-CoV-2 vyvolava-
jiciho onemocnéni COVID-19 detekovat s velkym
rozliSenim a citlivosti.
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Obrazek 3 Kalibracni kfivky jednotlivych peptid(.
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Tabulka 3 Preciznost a spravnost pro vzorky QC kazdého peptidu.

AYNVTQAFGR
Ocekavana koncentrace Opakovani | ,
(fmol/ul) Vzorek ) % CV | Spravnost
5 QC1-1 4 37 9%
40 QC1-2 4 12 102
100 QC1-3 4 21 96
DGIIWVATEGALNTPK
Ocekavana koncentrace Opakovani .
(fmol/ul) Vzorek ) % CV | Spravnost
° el | 4 4 118
40 QC1-2 4 39 115
100 QC1-3 4 12 113
GQGVPINTNSSPDDQIGYYR
Ocekavana koncentrace Opakovanf ,
(fmol/pl) Vzorek ) % CV | Spravnost
5 QC1-1 4 06 110
40 QC1-2 4 6 107
QQTVTLLPAADLDDFSK
Ocekavana koncentrace Opakovani | ,
(fmol/ul) Vzorek 0 % CV | Spravnost
> Q€11 4 7 104
40 QC1-2 4 5 102
100 QC1-3 4 5 110
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Nové prenosné pocitace ¢astic frady MET ONE
3400+ umoznuji uzivatellim nacist mapu jejich mo-
nitorovanych prostord a konfigurovat vzorkovani
pro kazdé méfici misto. ,Standard operation pro-
cedure” (SOP) se tak stane interaktivni vzorkovaci
mapou pfimo na obrazovce pfistroje, ktera uzivatele
provede dennim odbérem vzorkl. To pomaha snizit
pozadavky na Skoleni, eliminovat chyby a opomenuti
vzorkovani dat.

Vzdaleny pfistup pres webovy prohlizeg, funkce
jako kontrola / schvdleni pracovniho postupu, fizeni
verzi SOP a export elektronickych zaznamd jsou in-
tegrovany ptimo v softwaru pfistroje — neni potieba
zadny externi software. ,Audit trail” je Uplny a za-
bezpeceny a moznost jeho prohledavani / filtrovani
zrychluje reportovani béhem auditll. V kombinaci
s Microsoft Active Directory pro kontrolu uzivatel-

ského jména a hesla pro pfihlaseni a elektronické
podpisy je software pfistroje v souladu s regulaci
21 CFR, c¢ast 11.

Pristroj je dostupny ve vice verzich s odlisSnym pri-
tokem vzduchu a rozsahem méricich kanal ¢astic
(0,3-10 pm nebo 0,5-10 pm).

Detailni informace jsou dostupné v broZure
PAR -7003SB06.20

EMnetlk 24

Malé staciondrni zafizeni pro
PCR Cleanup a purifikaci plasmidu

pomoci paramagnetickych kulicek.
e Ulozené protokoly pro automatickou
elektromagnetickou separaci a michani kulicek.
e Zpracovani az 24 vzork( do 16 minut.

Biomek NGeniuS

Coming in 2021!

Flexibilni, snadno pouzitelny
pipetovaci automat pro pripravu
NGS knihoven.

Zpracovani az 24 vzork({ najednou.
Rozmanita nabidka
demonstrovanych metod

a aplikaci.

42



Stejné jako kazdy rok, byl leden 2021 ve znameni

firemniho setkani KickOff, v jehoz ramci byly sta-
noveny priority pro zacinajici rok. Co bylo ale jiné?
LetosSni KickOff se odehraval virtualné. Po 34 roce
na Home Office jsme si sice uz zvykli fungovat vir-
tualné, ale KickOff pro nas vzdy znamenal, ze jsme

se spole¢né jako cela firma sesli, sdileli pracovni

i nepracovni informace, povidali si, vymysleli... a sa-
moziejmeé jsme také vecler prozili néjaké to nefor-
malni posezeni nad zlatavym mokem. Co si budeme
povidat, na to jsme se tésili hodné. To ale letos kvuli
pandemické situaci neslo.

Kdyz se jednotlivi zaméstnanci podivali na plano-
vany program KickOffu, tak nam pfislo nemalo reakci
v duchu ,Néjaky program vecer nebude?”, ,Co né-
jaka e-hospoda?“, nebo ,Virtualni ochutnavka vin?“.
Nad kreativitou napad(, ale hlavné nadsenim, Ze ko-
legové chtéji spole¢né néco nepracovniho podnik-
nout, jsme jen obdivné pfikyvovali. Ohromné nas to
povzbudilo pustit se do vymysleni nasledné vecerni
akce, kterou by si vSichni uzili a mohli byt aktivné
zapojeni... Virtualni, virtualni... co takhle virtualni
Unikovka? — ,To zni dobre! Pojdme zjistit moznosti.”

Teambuildingové agentury zareagovaly rychle
na ménici se dobu a nékteré své nabizené akti-
vity byly schopny pfevést do online podoby. Mohli

Lapomen na realify!

UUESTERLANL

Lhi suiif easw rn*w. dimens ||hf

jsme si vybirat. Nejvice nas oslovila strategicka hra
GALAKTICKA DOMINANCE od spole¢nosti Quester-
land (https://questerland.cz), ve které jednotlivé
tymy soupefi o vesmirnou nadvladu. Ackoliv se ne-
jedna o klasicky koncept unikové hry, kdy je tfeba
se odnékud dostat ven, tak virtualni interaktivni
hra protkana vyjedndvanim, strategickymi rozhod-
nutimi, pldnovanim, ale i intrikami a podrazy véeho
druhu nas dokazala na celé dvé hodiny proménit
v nadSené soutézivé déti, které si ji poradné uzily
a pobavily se.

A co fikaji naSi u€astnici?

»Byla to zabava, doufam, Zze zopakujeme.”

JPrekvapilo mé, jak nas téma dokazalo vtahnout
do déje.”

»Rad bych si hru zopakoval. Docela mne 1dka
predfstava, zapojit vedle kolegl také nase zakaz-
niky" fika napfiklad Lukas Palivec, obchodni feditel.
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Rakovina prostaty je jednim z nej¢astéjSich a nejne-
bezpecnéjsich malignich nadord mezi muzit. Odha-
duje se, zZe u jednoho ze Sesti muzll ve véku 65 let
a starSich se béhem jeho zivota vyvine rakovina
prostaty?.

Soucasti aktualnich diagnostickych procest u KP
jsou také nadorové markery. Pouziti prostatického
specifického antigenu (PSA) bylo doplnéno stano-
venim poméru volné izoformy PSA (fPSA) ku celko-
vému PSA (%fPSA) v séru pacienta®® a hlavné sta-
novenim p2PSA — prekurzoru PSA, ktery je vyrazné
formy PSA. Kombinaci vysledk( téchto tfi imunoche-
mickych testl (PSA, fPSA a p2PSA) se vypocita tzv.
PHI Index (Index Zdravi Prostaty). PHI Index vyrazné
zpfesnuje diagnostiku KP, zejména v tzv. Sedé z6né
hodnot PSA a velmi dobfe koreluje s Gleason skére
a zvysSuje tak klinickou specificitu detekce KPS7.

Pravé v této dobé, kdy jsou nemocnice nuceny
zastavovat vesSkeré neakutni zakroky a neustale se
prfesouvaji planovana operativni vySetfeni, se role
diagnostickych nadorovych marker stdva mnohem
zabranit zbyte¢nym biopsiim, a tim kromé zlepSeni
komfortu pacienta, pomaha uvolnit ruce jiz tak pre-
tizenému zdravotnickému personalu.
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V rdmci osvéty a edukace pacientl i odborné ve-
Fejnosti, jsme ve spolupraci s Ceskou urologickou
spoleénosti (CUS) pfipravili sérii odbornych semi-
nard na téma diagnostika KP. Chtéli bychom tak
prispét ke zvySeni obecného povédomi a vysSimu
zajmu odborné i laické verejnosti o prevenci a v ko-
nec¢ném dusledku i snizeni mortality KP. Seminare
jsou naplanovany jiz od bfezna tohoto roku a mély
by postupné zaznit ve véech krajich Cech a Moravy.
Odbornou garanci nad seminafi prevzala CUS a G¢ast
na nich bude ohodnocena kreditnimi body. Véfime,
ze se s mnohymi z Vas na seminafich potkame, i kdyz
ted z jara spiSe virtualné. Vice informaci naleznete
na www.beckmancoulter.cz/phi nebo na webu
CUS (https://www.cus.cz/pro-odborniky/akce /).
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