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Zdá se, že nežádoucí reakce na potraviny – alergie a intole-
rance – se staly „hitem“ poslední doby. Jisté je, že nepříznivé 
reakce na potraviny mohou objektivně nastávat a mají široké 
spektrum příčin - toxické, metabolické, ad ...

Duální barvení v  imunohistochemii bylo používáno při 
manuálním zpracování již v době, kdy barvicí automaty 
byly teprve ve smělých snech vědců ...
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LABORATORNÍ NOVINY
Váš partner v laboratorní medicíněPlně aktuální seznam akreditovaných metod 

naleznete na webových stranách jednotlivých laboratoří .

vaselaboratore.cz

S přáním příjemných jarních dnů ...
Vážená paní doktorko, pane doktore, 

věřím, že jste úspěšně vstoupili do roku 2018 a v současné době si již užíváte příjemného 
jarního období. Tak jako každý rok touto dobou jsme pro Vás připravili zajímavé informace 
o činnosti našich laboratoří, ale také o některých důležitých skutečnostech, které se v profes-
ním životě dotknou nás všech. V těchto Laboratorních novinách bychom Vás rádi informo-
vali o vyšetřeních, která se provádějí v různě odborně zaměřených laboratořích, které jsou 
součástí našeho laboratorního celku. Mnozí z Vás ve Vašich praxích využíváte biochemická 
a imunoanalytická stanovení a tak pro Vás budou jistě přínosné informace o stanovení vita-
minu B12 a vysoce senzitivního tyreoglobulinu. Běžnou součástí informací z laboratoří jsou 
také mikrobiologické výsledky a  jsem rád, že se nám podařilo kvalitu a zejména rychlost 
těchto vyšetření významně zlepšit díky systému MALDI - TOF. Na významu v poslední době 
získávají stále více také vyšetření, prováděná v alergologických a imunologických laborato-
řích. Také o této problematice si můžete v tomto vydání Laboratorních novin přečíst zajíma-
vý příspěvek. Pestrou paletu prezentovaných laboratorních vyšetření doplní také dva články 
z naší patologické laboratoře MDgK-plus spol. s r.o. Nejen zdravotnická zařízení si v současné 
době kladou otázku, jakým způsobem jejich činnost ovlivní nařízení EU o ochraně osobních 
údajů - GDPR. Také tomuto tématu se Laboratorní noviny krátce věnují.

Je mou milou povinností Vás také pozvat na sérii odborných seminářů, které pro Vás na jaře 
připravujeme a jsem si jist, že v rámci těchto seminářů budeme prezentovat nejen odborná 
témata, která jsou uvedena v oficiální pozvánce, ale jistě bude společný zájem diskutovat 
také zmíněnou problematiku GDPR. Těšíme se spolu s mými kolegy na naše setkání v rámci 
těchto seminářů.

S přáním krásných jarních dnů
RNDr. Jaroslav Loucký

Dovolujeme si vás srdečně pozvat na tradiční jarní semináře 

Semináře laboratorní medicíny 

26.4.2018  Uherské Hradiště, 16.00 
3.5.2018  Uherský Brod, 16.00 
10.5.2018  Zlín, 16.00 
17.5.2018  Přerov, 16.00 
24.5.2018  Brno, 16.00

Témata:
1. Úvod – RNDr. Loucký, J. 
2.  Aktivní forma vitaminu B12 – RNDr. Pavlíková, M.
3. Potravinová alergie a CCD – RNDr. Burešová, I. 
4.  Incidence výskytů střevních patogenů ve vzorcích vyšetřených v naší laboratoři 
 Mgr. Šišková, P.
5. Stafylokokové toxikózy – Mgr. Jurčová, D.
6.  Laboratoř MDgK-plus – nejmladší člen skupiny vaselaboratore.cz 
 PharmDr. Zima, A.
7.  Správné provedení preanalytické fáze 

Věříme, že vám touto cestou  
můžeme poskytnout zajímavé informace,  

které přispějí k lepší spolupráci mezi  
vámi, našimi klienty a v konečném  

důsledku pak k vyšší kvalitě  
péče o vaše pacienty. 

Těšíme se na setkání s vámi, 
Vaše laboratoře 

Máme MALDI ...
Smyslem práce mikrobiologů od samých počátků jejich činnosti 
je zachytit původce onemocnění, popsat jej a  najít vhodnou 
léčbu.
Petriho misky, zkumavky, bakteriologické kličky a  mikroskop jsou 
naprosto nezbytné součásti vybavení mikrobiologické laboratoře. Bez 
nich si nelze práci s bakteriemi představit již od dob Louise Pasteura či 
Roberta Kocha. Změnily se a zmodernizovaly se používané materiály 
i kultivační média, ale podstata práce je stále stejná – zachytit původce 
onemocnění (patogena), správně jej identifikovat a stanovit antibio-
gram, na základě kterého se vybere vhodný preparát k léčbě.

Do dnešních dní se antibiotika k léčbě infekčních onemocnění použí-
vají zhruba 80 let a zachránily spoustu lidských životů. Jejich používání 
má ale bohužel i své stinné stránky a to je ohromný nárůst rezistence 
bakterií k antimikrobním látkám. Nárůst rezistence nelze zastavit, ale 
lze ho snad alespoň trochu zpomalit racionálním používáním anti-
biotik. A právě správná a rychlá identifikace vykultivovaných bakterií 
je základem racionální ATB terapie, neboť v dnešní době již víme, že 
spousta bakterií má své typické přirozené rezistence.
Identifikace bakterií ja založena na morfologických, mikroskopických 
a biochemických vlastnostech, kdy vyhodnocení výsledku trvá i něko-
lik dní. 
Dnes se díky obrovskému pokroku pohybujeme již na molekulární 
úrovni a k identifikaci bakterií lze použít spektrofotometrickou meto-

du MALDI – TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization s analý-
zou doby letu Time of Flight) a právě přístroj založený na této metodě 
máme od ledna 2018 k dispozici i v naší laboratoři.
MALDI-TOF slouží k  rychlé a  přesné identifikaci mikroorganismů 
z biologických materiálů. Metoda je mnohem rychlejší a  levnější ve 
srovnání s konvenčními metodami, neboť provedení samotné analýzy 
je v řádu minut. Identifikace pak probíhá porovnáním hmotnostního 
spektra (proteinový profil) daného vzorku s databází. Nicméně vlastní 
interpretaci výsledku identifikace ale vždy musí provést mikrobiolog.    
Hlavním přínosem, které přináší pořízení tohoto přístroje do naší labo-
ratoře, je tak zrychlení laboratorní diagnostiky pro naše klienty. 

Mgr. Dana Jurčová
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Neinvazivní prenatální testování 
naše nabídka v roce 2018
Prenatální diagnostika není jen cestou, jak poprvé ukázat budoucí mamince její nenarozené dítě 
a určit pohlaví miminka, ale slouží především k detekci závažných vad u plodu. Při prenatální dia-
gnostice mezi 11.-13. týdnem těhotenství se určuje riziko závažné chromozomální vady u plodu – 
Downova, Edwardsova či Patauova syndromu. 
Můžeme ale již v tomto období diagnostikovat i velmi závažné vrozené vady, které můžou být dů-
vodem pro ukončení těhotenství – např. nejzávažnější vady vývoje mozku (anencefalus, akranius), 
velmi závažné vady srdce, končetin či močových cest. Menší vrozené vývojové vady, které ale také 
mohou mít velmi špatnou prognózu, se diagnostikují během ultrazvukového (UZ) vyšetření ve 20. 
týdnu těhotenství.

Přestože se tyto screeningové metody neustále zlepšují, nejsme nikdy schopni dosáhnout 100% záchytu všech 
chromozomálních odchylek, vrozených vad a závažných genetických onemocnění běžnými prenatálními testy. 
V současné době můžeme odhalit asi 90 % těhotenství s Downovým syndromem – tzn. 9 z 10 těhotenství s Downo-
vým syndromem odhalíme a žena se pak může rozhodnout pro případné ukončení těhotenství, 1 z 10 těhotenství 
s Downovým syndromem však screeningovými programy projde s negativním výsledkem a takové dítě se narodí.

Nejspolehlivější screeningovou metodou, která je schopná určit riziko Downova syndromu u plodu s pravděpodob-
ností vyšší než 99 %, je neinvazivní prenatální testování, které je novinkou v nabídce prenatální péče a zájem o tyto 
testy velmi narůstá.

Neinvazivní prenatální testování (NIPT) bývá často využíváno jako alternativa invazivních metod (odběr plodové 
vody – AMC, odběr choriových klků - CVS). Při invazivních výkonech je 0,5-1% riziko potracení plodu, které u NIPT 
odpadá, protože se odebírá pouze periferní krev matky. Neinvazivní test lze provést již od 10. týdne těhotenství. 
Výsledky testu jsou již za 5 až 7 pracovních dnů od dodání vzorku do laboratoře (dle typu testu). Tyto testy můžou 
podstoupit i ženy po IVF cyklu s vlastními, nebo darovanými vajíčky. S určitými omezeními lze také test provést 
u dvojčat. V případě, že je z testu vyhodnoceno vysoké riziko chromozomální vady u plodu a žena by chtěla pod-
stoupit ukončení gravidity, je nutné výsledek ověřit z odběru plodové vody. 

Laboratoře Imalab s.r.o. ve spolupráci s Centrem prenatální diagnostiky Prediko, s.r.o. nabízejí NIPT dvou renomo-
vaných amerických společností: Ariosa - test Harmony a Sequenom - testy MaterniT21 PLUS a MaterniT GENOME. 
Základ všech tří testů tvoří vyšetření nejčastějších závažných chromozomálních vad – jde o Downův, Edwardsův 
a Pataův syndrom. Rozšířená verze testu Harmony umožňuje i vyšetření pohlaví plodu a odchylek pohlavních chro-
mozomů (Turnerův syndrom, 45,X; Klinefelterův syndrom 47,XXY; superžena 47,XXX a supermuž 47,XYY). Novinkou 
pro tento test je možnost vyšetření DiGeorgova syndromu (delece 22q11), který je spojen s vyšším rizikem srdeční 
vady u plodu a je v nabídce od roku 2018. Velmi populární je test MaterniT21 PLUS, který umožňuje vyšetřit další 
trizomie, konkrétně na chromozomech 16 a 22 a navíc i 9 nejčastějších mikrodelečních syndromů. Test MaterniT 
GENOME screenuje celý lidský genom a představuje tak v současnosti nejkomplexnější neinvazivní test na trhu.

MUDr. Věra Hůrková, Mgr. Michal Zapletal, Mgr. Michal Zemánek, Ph.D.

Potravinová alergie a CCD
Zdá se, že nežádoucí reakce na potraviny – alergie a intolerance – se staly „hitem“ 
poslední doby. Jisté je, že nepříznivé reakce na potraviny mohou objektivně nastá-
vat a mají široké spektrum příčin - toxické, metabolické, ad. Svůj podíl mají i imu-
nologické příčiny, na kterých se mohou podílet všechny typy imunopatologických 
reakcí. Diagnosticky nejsnáze postižitelné jsou imunopatologické reakce I. typu, 
tedy zprostředkované IgE protilátkami.

Vyšetření senzibilizace pacientů různými potravinovými alergeny patří k častým požadavkům 
lékařů alergologů, ale nejen jich. Laboratoř má k dispozici několik metod stanovení specifických 
IgE protilátek, z nichž poměrně oblíbenou se stala multiplexová metoda na principu imunob-
lotu, kde jedním z testovaných alergenů jsou CCD – z anglického cross-reacted carbohydrate 
determinants čili zkříženě reagující cukerné determinanty. Chemicky jde o  zbytky cukrů – 
fukózy a xylózy – navázané na aminokyselinu asparagin. Glykosylace je formou posttranslační 
modifikace; podílí se na vytváření struktury proteinů, chrání je před proteázami a prodlužuje 
životnost sekretovaných bílkovin. CCD s fukózou a xylózou se vyskytují u rostlin – v literatuře se 
jako typické potravinové alergeny s CCD uvádějí rajské jablko, mrkev, celer a brambor. Je nutno 
zdůraznit, že CCD jsou obsaženy i v některých složkách jedu blanokřídlého hmyzu – fosfolipáze 
A2 a hyaluronidáze. Naproti tomu se CCD s xylózou a fukózou nevyskytují u savců a mohou tak 
u vnímavých osob vyvolávat senzibilizaci. 
Objev CCD je přisuzován Robu Aalbersemu z university v Amsterdamu, který pozoroval, že IgE 
z pacientských sér zkříženě reaguje jak s extrakty různých alergenních potravin, tak s hmyzími 
jedy a tato reaktivita zmizela působením jodistanu (publikováno 1981). Poté co byla existence 
CCD senzibilizace prokázána i dalšími autory a uznána za reálně existující, začal spor o její klinický 
význam. V současnosti se zdá, že výsledné mínění se nezvratitelně kloní ke klinické irelevantnos-
ti a-CCD protilátek. Tento závěr je podporován tím, že proteiny jsou obvykle monoglykosylovány 
a chybí tedy druhá determinanta, která by propojila dva IgE receptory na mastocytech nebo 
bazofilech a spustila tak jejich degranulaci. Dalším podpůrným faktem je to, že CCD nespouští 
u vnímavých osob jen tvorbu IgE, ale také IgG, kdy zvláště IgG4 pak mohou působit jako bloku-
jící protilátky. Nicméně byly velmi vzácně popsány i závažné klinické alergické reakce, které se 
nepodařilo dát do souvislosti s ničím jiným než s přítomností a-CCD IgE. Lze tedy do budoucna 
očekávat snahu provést klinické studie s velkým množstvím probandů, aby mohla být záležitost 
klinické relevance a-CCD protilátek definitivně vyjasněna.
   Z přehledu výsledků vyšetření metodou imunoblotu (za období září 2017 – únor 2018) vyplývá, 
že nejčastějším pozorovaným zdrojem senzibilizace jsou právě CCD. Z 269 pacientů, kterým byl 
imunoblot proveden, byla senzibilizace CCD pozorována u 32 z nich, tj. u 11,9 %. Literatura uvádí, 
že senzibilizaci CCD vyvine 20 % a více alergických pacientů. Hladina a-CCD IgE protilátek obvykle 
nebývá vysoká, nejčastěji se pohybuje v RAST třídě 1-3 , ale v jednom případě jsme zaznamenali 
i RAST třídu 5. 
Je ovšem potřeba upozornit na to, že anti-CCD protilátky mohou maskovat přítomnost klinicky 
relevantních IgE protilátek proti proteinovým epitopům. Nelze poskytnout jednoznačný návod, 
jak je rozlišit. Glykozylace je v rámci rostlinné říše široce rozšířená - potenciálních alergenů s CCD 
je tedy mnoho. Základem určitě bude anamnéza a posouzení klinických obtíží v souvislosti s jed-
notlivými CCD-obsahujícími alergeny. Z  laboratorního hlediska by k základní orientaci mohlo 
pomoci porovnání intenzity reakce CCD s intenzitou reakce na další alergeny. Pokud je intenzita 
reakce (RAST třída) u dalších alergenů rostlinného původu stejná nebo nižší než intenzita reakce 
s CCD, pak lze s určitou mírou pravděpodobnosti dovodit, že i reakce na ostatní alergeny souvisí 
s CCD. Pokud však některý alergen spadá do RAST třídy o 1 nebo více tříd vyšší než je RAST třída 
CCD (obrázek imunoblotu?), je nutné zvažovat klinicky významnou senzibilizaci a pro její proká-
zání použít např. rekombinantní alergenové komponenty, které CCD neobsahují. 
Existuje, dosud spíše teoretická, možnost blokace CCD v rámci přípravy vzorku séra před labo-
ratorní analýzou za pomoci glykoprotein-specifických proteáz nebo volných přidaných glyko-
proteinů. Tyto postupy zatím nejsou standardní součástí stávajících laboratorních souprav pro 
testování senzibilizace na různé alergeny. Nově se inhibitor CCD objevil v novém produktu firmy 
Macro Array Diagnostics, což je multiplexový test poskytující téměř kompletní senzibilizační ob-
raz pacienta. Tento test vám rádi blíže představíme na našem pravidelném jarním semináři, na 
který vás tímto srdečně zveme.
Pro úplnost je potřeba uvést, že existuje i jeden CCD, vyskytující se u vyšších živočichů, je jím 
tzv. alfa-galaktosylový epitop, vyskytující se u všech savců, s výjimkou opic tzv. Starého světa 
a lidoopů, tedy i člověka. Protilátky proti tzv. alfa-gal jsou tak u lidí běžně zastoupeny a vzácně 
mohou (snad v souvislosti s přenosem tohoto CCD kousacím ústrojím klíštěte, které předtím sálo 
na nějakém savci) být příčinou závažné alergické reakce na konzumaci savčího masa, která má 
netypicky oddálený nástup (3-8 hod). 
Literatura: Altmann F. The Role of protein Glycosylation in Allergy. Int Arch Allergy Immunol 2007;142: 
99-115 Kaulfürst-Soboll H et al. Reduction of CCD in Plant Foodstuff: Elucidation of Clinical Relevance 
and Implicytions for Allergy Diagnosis
       

RNDr. Ivana Burešová, RNDr. Pavol Bologa

Novinky z MEDEORu v roce 2018 
stanovení vitamínu B12 a GDPR
V tomto roce jsme v laboratoři rozšířili nabídku vyšetření na anémie o stanovení aktivní formy vitamínu 
B12 – holotranskobalaminu. Tento vitamín je pro organismus nezbytný – hraje roli v syntéze DNA a tím 
i při dělení buněk, ovlivňuje činnost nervového systému a spolu s kyselinou listovou – folátem se podílí 
na krvetvorbě.
Nedostatek vitamínu B12 spolu s  nedostatkem folátu způsobuje megaloblastovou anémii. Klinicky 
se projevuje únavou, slabostí, palpitací či parestezií, příznaky nastupují pomalu vzhledem k zásobám 
v organismu. V krevním obraze je typickým nálezem anémie s vyšší hodnotou MCV, dále leukopenie 
s neutropenií i trombocytopenie, v séru nízká koncentrace folátu i vitamínu B12. 
Holotranskobalamin stanovujeme v séru a vyšetření množství folátu v erytrocytech provádíme z odběru 
do EDTA spolu se stanovením krevního obrazu.
Od 25. května 2018 začíná v celé EU platit obecné nařízení o ochraně osobních údajů – GDPR – General 
Data Protection Regulation. V laboratoři archivujeme osobní data na zašifrovaném serveru a přístup do 
laboratorního systému je podmíněn heslem, jedinečným pro každého uživatele. Každá osoba pohybující 
se v laboratoři má podepsaný závazek mlčenlivosti. Veškerou papírovou dokumentaci s osobními údaji 
skladujeme v uzamčených prostorách a nepotřebné dokumenty likvidujeme skartací, v případě štítků 
na biologickém materiálu ve spalovně. Při hlášení telefonických výsledků konkrétních osob požadujeme 
heslo k identifikaci telefonující osoby. 
Firma DS Soft, dodavatel našeho laboratorního systému, v  současné době vyvíjí modul, který podle 
požadavků nařízení nejen zdokumentuje, jaké konkrétní osobní údaje vedeme, kde a v jaké formě jsou 
tyto údaje uloženy, za jakým účelem je máme, kdo k nim má přístup a jak je s nimi zacházeno, včetně 
likvidace, ale současně i upozorňuje na rizika při zacházení s těmito údaji. Tento modul je přizpůsoben 
přímo pro naši laboratoř.

Mgr. Hana Kadlčíková

Stanovení high sensitive  
tyreoglobulinu (hsTg)
Karcinom štítné žlázy je nejčastější endokrinní malignita, přestavuje asi 1 až 1,5 % zhoubných nádorů, u žen 
je to pátý nejčastější nádor. Jde o jeden z mála nádorů, u kterého je v posledních letech dokumentován velký 
nárůst incidence.  Zvýšenou incidenci někteří odborníci spojují se zvýšenou diagnostickou senzitivitou a čas-
tějším využíváním citlivých diagnostických postupů, včetně ultrazvuku. Jiní odborníci se domnívají, že jde 
o nárůst podmíněný prostředím a změnami životního stylu. V případě podezření na karcinom je nezbytná 
kvalitní chirurgická léčba v dostatečném rozsahu (totální tyreoidektomie). Vzhledem k tomu, že byly pozoro-
vány pozdní recidivy i po 30 letech od komplexní léčby, je nezbytné nemocné doživotně sledovat.

Tyreoglobulin je 660kDa velký glykoprotein, který je za normálních okolností uložen ve folikulárním koloidu 
štítné žlázy. Je produkován nejen benigními, ale i nádorově změněnými buňkami štítné žlázy. Stává se tak 
velmi dobrým nádorovým markerem u pacientů s karcinomem štítné žlázy.  Až do nedávné doby, z důvodu 
omezené citlivosti Tg testů pro detekci menších ložisek tumoru, bylo nutné provést dostatečnou stimulaci 
endogenní produkce Tg vysokou sérovou koncentrací TSH pomocí nákladné injekce rekombinantního lid-
ského TSH nebo dosažení hluboké hypotyreózy po čtyřtýdenním vysazení substituční léčby levothyroxinem. 
Zavedením hsTg testů došlo ke zlepšení v testovací technologii, která je natolik citlivá, že nevyžaduje výše 
zmíněné stimulace. Zavedení tohoto testu tak vede ke snížení nákladů na sledování nemocných a zvyšuje 
komfort péče tím, že není nutné podstoupit hypotyreózu¹.

Při použití stanovení hsTg lze pozorovat zvýšený počet ‘thyreoglobulinpozitivních’ pacientů, ačkoliv pacienti 
nevykazují žádné klinické znaky nemoci. Tyto pacienty nelze označit jako zdravé a měli by být monitorováni. 
Za riziko recidivy je považována koncentrace bazálního tyreoglobulinu 0,15μg/l. Měřící rozsah hsTg metody 
je již od hladiny 0,04μg/l do 500μg/l. Měření Tg může být ovlivněno přítomností protilátek Tg, způsobujících 
falešně vysoké nebo falešně nízké hodnoty Tg.  Z tohoto důvodu se u všech vzorků Tg doporučuje změřit 
antiTg, aby bylo možné vyloučit interferenci.

Literatura: ¹Labor Aktuell 02/15, prof.MUDr.Petr Vlček, CSc.

Mgr. Šárka Valčíková

Morfologické vyšetřování koagul aspirátu kostní dřeně  
ze sternálních punkcí v MDgK-plus

Kostní dřeň k vyšetření lze získat dvěma způsoby – složi-
tější trepanobiopsie, snadnější sternální punkce. 

Trepanobiopsie – poskytuje komplexnější přehled o  kostní 
dřeni než sternální punkce, jde o  odběr válečku kosti ze spina 
superior posterior lopaty kosti kyčelní. Jedná se však o složitější 
zákrok s vyšším rizikem komplikací, proto se provádí většinou na 
specializovaných pracovištích. 

Sternální punkce – odběr aspirátu kostní dřeně ze sterna, toto 
vyšetření je více rozšířené, dělá se i na menších pracovištích vč. 
ambulancí. Standardně se aspirát hodnotí cytologicky (nátěry na 
skle – myelogram), dále se posílá na flowcytometrii, popř. na ge-
netiku. Histologické vyšetření se standardně nedělá!  

Předmětem zájmu nově nabízeného vyšetření je zejména mate-
riál získaný právě sternální punkcí, kterých se dělá daleko více než 
trepanobiopsií. 

V laboratoři MDgK-plus jsme zavedli možnost vyšetřování koagul 
aspirátu kostní dřeně získaných sternální punkcí. Díky tomuto 
histologickému vyšetření jsme schopni do značné míry elimi-
novat nevýhody sternální punkce a  rozšířit spektrum vyšetření 
sternálních punkcí. A právě díky možnosti histologického vyšet-
ření jsem schopni přiblížit toto vyšetření a jeho výsledky k trepa-
nobiopsii. Pokud jde o technické provedení odběru materiálu pro 
vyšetření, jde v podstatě o „odpad“, který hematologové likvidují. 
Zpracování tohoto materiálu nepředstavuje pro hematology větší 
časovou ani materiálovou zátěž. Hematolog odebere materiál na 
požadovaná vyšetření tak, jak je zvyklý (nátěry, flowcytometrie, 
genetika). Zbytek se nechá zkoagulovat. Krevní koagulum je ná-
sledně vloženo do odběrové zkumavky s formolem (dodáme) a je 
odesláno k nám do laboratoře. 

Bližší informace vč. metodiky zpracování materiálu je 
možné získat na tel. +420 734 380 896 nebo emailové 
adrese mojmir.moulis@mdgk.cz.

Co můžeme nabídnout:

Vyšetření koagul aspirátu kostní dřeně ze sternální punkce je 
vhodné zejm. ke zlepšení a  zpřesnění diagnostiky lymfoproli-
ferativních onemocnění a  plazmocelulárních neoplázií. Lze jej 
však využít i u  jiných onemocnění kostní dřeně, např. myelody-
splastických syndromů, akutních leukémií, myeloproliferativních 
neoplázií a dalších. Toto vyšetření často poskytuje přesnější obraz 
změn v kostní dřeni než vyšetření nátěrů aspirátu kostní dřeně ze 
sternální punkce, protože není zkresleno příměsí periferní krve 
a umožňuje tak přesnější kvantifikaci nádorového infiltrátu. 

Vzhledem k tomu, že naše laboratoř disponuje širokým panelem 
protilátek pro imunohistochemická vyšetření, jsme schopni navíc 
provést komplexní imunofenotypizaci nádorových buněk, důle-
žitou např. pro přesnou klasifikaci lymfoproliferací. Současně ve 
spolupráci se smluvním zařízením jsme schopni provést moleku-
lárně genetické vyšetření (B a  T klonalita, vyšetření translokací 
apod.).

Panel protilátek, který máme v současnosti k dispozici (relevantní 
k vyšetření kostní dřeně): CD3, CD4, CD5, CD8, CD10, CD15, CD20, 
CD23, CD30, CD34, CD56, CD138, kappa, lambda, bcl2, bcl6, cyklin 
D1, MUM1, TdT, c-myc, ALK, DBA.44(HCL).

Finanční náročnost: průměrně asi 2400 bodů na jedno vyšetření.

MUDr. Mojmír Moulis.

Obr. 1: Kostní dřeň HE 100x – krevní koagulum s fragmenty 
kostní dřeně.

Obr. 2: Kostní dřeň CD138  100x – imunohistochemický 
průkaz plazmatických buněk v kostní dřeni za použití markeru 
CD138 u pacienta s plazmocelulárním myelomem.
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Duální imunohistochemické barvení  
pomocí BenchMark ULTRA  
na pracovišti MDgK-plus
Duální barvení v imunohistochemii (dále jen IHC) bylo používáno při manuálním zpracování již v době, kdy IHC barvicí auto-
maty byly teprve ve smělých snech vědců.Vzhledem k pracovní a časové náročnosti, a ne zcela ideálním výsledkům se tato 
metoda v minulosti v rutinní praxi neujala. Jiný pohled na tuto problematiku nám přinesla možnost vyzkoušet duální barve-
ní na přístroji BenchMark ULTRA (dále jen BMK Ultra) od společnosti Ventana Roche, který je u nás v laboratoři nainstalován 
od května 2016.

IHC barvení se v dnešní době hojně využívá v patologii, ať už k rutinní nebo pokročilé diagnostice. 
Nejčastěji se používá jedna specifická protilátka k průkazu jednoho specifického antigenu v jednom 
histologickém řezu. BMK Ultra umožňuje průkaz i dvou specifických antigenů pomocí dvou specific-
kých protilátek a dvou detekčních systémů v jednom histologickém řezu, což přináší několik výhod. Tou 
nejzásadnější je snížení nákladů na použitá skla a veškeré provozní roztoky potřebné k provedení barvi-
cího cyklu. Dále tato metodika přináší časovou úsporu jak při zpracování v laboratoři, tak při stanovení 
diagnózy – lékaři nemusí prohlížet 2 preparáty, vidí dvojí výsledek v jednom řezu. Nezanedbatelná je 
i úspora pracovních pozic v přístroji (BMK Ultra disponuje celkem 30 pracovními pozicemi). Konkrétně 
při provozu v naší laboratoři to znamená úsporu 3–4 pracovních pozic ve stroji denně, které je možné 
použít k dalšímu barvení, a tím zvýšit efektivitu práce. Neméně důležitá a mnohdy i zásadní je úspora 
bioptovaného materiálu, zejména u jehlových biopsií.

Od podzimu 2016 provádíme IHC duální barvení i u nás v laboratoři MDgK-plus. Pro pilotní testování 
jsme zvolili duální barvení Ki-67/p16. Výsledek byl víc než uspokojivý, což nás vedlo k vyzkoušení dal-
ších kombinací protilátek. 

V naší laboratoři používáme k vizualizaci antigenů při duálním barvení následující dva detekční systé-
my. Pro standardní hnědý signál (hnědou koncovku) používáme kit obsahující DAB (3,3-diaminobenzi-
din), který je běžně využíván i pro standardní IHC vyšetření. Výstupem je hnědý nerozpustný komplex, 
hnědý signál. Pro druhou, červenou koncovku používáme kit s alkalickou fosfatázou (AP Red). Výsled-
kem je červené zbarvení. Oba kity jsou dodávány firmou Ventana Roche.

V laboratoři MDgK-plus jsou zavedeny a k dispozici našim zákazníkům následující meto-
diky duálního barvení:
• Ki-67/p16
• Ki-67/HMB-45
• Ki-67/MELAN-A
• CD3/CD20
• Cyklin D1/CD23
• CK5,6/p63
• CD4/CD8
Bližší informace či odpovědi na Vaše dotazy týkající se problematiky IHC barvení, ať už standardního či 
duálního, či další dotazy je možné získat na tel. +420 734 380 896 a emailové adrese mojmir.moulis@
mdgk.cz, případně stritecka@mdgk.cz.

PharmDr. Aleš Zima, Ph.D

Příklady duálního IHC barvení v laboratoři MDgK-plus

Duální barvení Ki-67/p16
Ki-67 - Jaderný protein exprimovaný ve všech aktivních fázích buněčného cyklu (tj. vyjma fáze G0). In-
dikuje růst a dělení buňky. Je používán jako nejdůležitější marker proliferační aktivity, zejména nádorů.

P16 - Imunohistochemické vyšetření proteinu p16 v tkáňových řezech fixovaných ve formalínu a za-
litých v parafínu (tzv. FFPE preparáty), získaných z cervikálních biopsií, slouží ke zvýšení diagnostické 
přesnosti v odlišení low-grade a high-grade cervikálních intraepiteliálních lézí.

 

Obr. 1: Ki67/p16 – 40x: Čípek děložní s high grade intraepiteliální lézí

Duální barvení CK5,6/p63
CK5,6 - Cytokeratiny jsou fibrózní polypeptidy. Jsou důležitou součástí cytoskeletu ve většině epiteliál-
ních buněk. CK5 je přítomný v bazální, střední a povrchové vrstvě stratifikovaných epitelů, stejně jako 
v přechodných epitelech, složených epitelech a v mezoteliálních buňkách a mezoteliomu. CK6 je pří-
tomný v proliferačním skvamózním epitelu. Protilátky proti CK5,6 byly shledány cennými pro rozlišení 
mezi nízce diferencovanými skvamózními karcinomy a adenokarcinomy. Anti CK5,6 byla také shledána 
užitečnou v diferenciální diagnostice atypických proliferací prsu.

P63 - Protilátky na protein p63, regulátor proliferace bazálních buněk, mohou být užitečné při identi-
fikaci adenokarcinomu prostaty, při diferenciaci mezi karcinomem prsu in situ a karcinomem prsu, při 
odlišení karcinomu skvamózních buněk od adenokarcinomu plic a odlišení skvamózního cervikálního 
karcinomu dělohy od adenokarcinomu děložního hrdla.

 

Obr. 2: CK5,6/p63 – 40x: Plicní tkáň – spinoCa plic


