Predstavujeme: Centralni laboratore

Dlouho jsem premyslel, jak laboratorni
medicinu, se kterou jsem profesionalné
spjat vice jak tfi desitky let, predstavit
vefejnosti tak, aby to alespon ¢astecné
pomohlo ¢tenafi se orientovat ve velmi
komplikované, béznému smrtelnikovi
dobre ukryté problematice. Nékolikrat
jsem zacal psat ¢lanek, ale vzdy

jsem po precteni zjistil, ze zabiham

do obtizné srozumitelnych detaill
nebo vyvojové faktografie.

Rad bych ctenéfi priblizil problematiku
ocima lékare, ktery v minulosti obtizné
hledal odpovédi na otazky z kazdodenni
[ékarské praxe v literature a u zkuSenych
klinickych kolegl. Diky doporuceni
velmi erudovaného kolegy jsem je
nékdy nachéazel az pfi konzultacich

s hloubavymi laboratornimi odborniky.

Mnozstvi [ékarskych obor( a rozsah
poznani pfirozené omezuje mozny
casovy prostor pro vyuku biologie

a chemie na lékarské fakulté. Vsechny
lékarské obory nelze plné uspokojit

v ¢asovych pozadavcich pro vyuku
ani pfi Sestiletém studiu. Student je
odkazan na dovednosti svych uditeld
nasmérovat pozornost spravné

na pochopeni podstaty problému.

K ziskani odbornosti vede predevsim
vlastni aktivita, individualni studium
a samoziejmé kvalitné vedena praxe.

Je Uctyhodné, Ze priméfi nékterych
oddéleni povazuji za vhodné, aby
si ,budouci atestovany lékar”

v dobé své pripravy téz radné
prosel klinické laboratore a snazil
se poznat, ¢im mohou laboratore
lékafi pomoci a co realného lze

od laboratofi ocekavat. Néktefi
kolegové povazuji seznamovaci
pobyt za zbyte¢nou ztratu casu

s pfesvédcenim, Ze vSe potrebné je
ve vysledkovém listu a Zze mohou
hned na prvni pohled vidét graficky
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nalezy mimo referenéni meze. To se
jim jevi pIné dostacujici pro praxi.

Moderni medicinska praxe je

do znacné miry zavisla na dobré praci
komplementarnich obor( (laboratornich
a zobrazovacich metod). Na druhé
strané pro kvalitni interpretacni

¢innost jsou tyto obory velmi zavislé

na informacich a spravné polozenych
otazkach z klinickych pracovist.

Z vlastni zkusenosti vim, ze pfechod

z klinické praxe do laboratornich
provozd méni Ghel pohledu na medicinu
a jeji diagnostické moznosti.

Je to predevsim vyzva k dialogu,
dalSimu hledani a nachazeni cest

a cesticek, jak pochopit a nejlépe
pouzivat diagnostické nastroje, které
jsou vhodné pro klinickou praxi.

Prace v laboratofich je zaroven vyzva
ke studiu a doplhovani znalosti

ve fyziologii a patofyziologii, biochemii



a patobiochemii, bunécné biologii

a mnoha dal$ich oborech vcetné
funk¢ni diagnostiky, mnohdy ve vazbé
na vystupy zobrazovacich vysetfeni.

Za poslednich 40 let doslo

k neuvéritelnému rozvoji laboratornich
metod a jednotlivych laboratornich
obord. V 80. letech minulého stoleti
nastupovala v laboratofich ,védecko-
technicka revoluce” ve formé pocitacd,
automatickych analyzatord a prekotném
narlstu védeckych poznatk( predevsim
molekularni genetiky! Fascinujici!

Velmi brzo jsem pochopil, ze to
nejcennéjsi v laboratofich jsou
opravdovi laboratorni nadsenci,
vénujici se s pokorou a naplno své

vyménu informaci a znalosti.

Nesmime zapomenout na praci

sester. Spravné provedena pfiprava
pacienta a spravné provedeny odbér
biologického materialu, vcetné dodrzeni
podminek pro transport, jsou nezbytné
pro kvalitni laboratorni diagnostiku

a komplexni péci.

Tak jako se nam neustale rozsifuje

s vyvojem techniky pohled do naseho
makro vesmiru, tak v obraceném
gardu se ponofujeme do objevovani
mikrosvéta, od Urovné bunky

a mikroorganism{ po molekularni

az subatomarni struktury.

S timto trendem je spojen i rozvoj
laboratornich obor( v nasi nemocnici
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profesi. Laboratorni technika je pouhy
nastroj. To dllezité je, jak tento nastroj
pouzivdme. Smyslem laboratofi

neni chrlit data. Nejpodstatné;jsi pro
redlnou medicinskou praxi je dokazat
vyuZzit spravna laboratorni a klinicka

data pro tvorbu uzitecné informace

pro rozhodovani osetfujiciho Iékare

za Ucelem prospéchu pacienta. (interakce
|ékar — laborator — |ékar; otazka — tvorba
informace — nabidnuti odpovédi). Na tom
je potieba zalozit vychovu klinickych

a laboratornich pracovnik( a vzajemnou
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(stru¢ny pohled na historii predkladam
v jiném clanku). V poslednich
desetiletich jsme schopni analyzovat
genetickou informaci nejen humanni,
ale i extrahumanni, a konfrontovat ji

s klinickymi projevy. MiZzeme hledat
molekuly, sledovat pfeménu latkovou
a funkci jednotlivych organt

a systémd, véetné regulacnich
mechanismd na rdznych Grovnich.
Laboratorni medicina je timto schopna
dodavat zcela zasadni informace pro
klinické rozhodovani.

Laboratorni vySetfeni ma smérovat

k podpore diagnostiky nemodi,
idealné k jejich prevenci, posouzeni
stadia a aktivity choroby a samoziejmé
ke sledovani Ucinnosti a zachytu
komplikaci [éCby, pfipadné téz

k vyzkumnym Gceldm. Davodi

k pozadovani laboratornich vysSetfeni
muze byt tedy cela fada. To zakladni,
co by si mél Iékar uvédomit jesté pred
tim, nez zacne vypliovat zadanku je:
zda pozadované laboratorni vySetreni
je schopno prospét diferencialné
diagnostickym Gvaham, zda muze
ovlivnit |é¢ebny postup, zda jsme
podle néj schopni odhadnout
pacientovu progndézu a tim ovlivnit
sekundarni preventivni opatreni
formou volby lIé¢ebného postupu.

Pro pacienta jsou rozhodujici

spravné volena a spravné provedena
vysetfeni s kvalifikovanou interpretaci.
Laboratorni specialista m(ize efektivné
pomoci v pfipadé doplikovych dotazd
a pfi pochybnostech.

Prace v laboratofi, pokud ji bereme
poctivé, je velmi tvrdé procesni fizeni.
Je nezbytné védét pro koho délame
a co déldme. Tyto pozadavky
prevadime do analytiky, informatiky
a logistiky provozu ve formé
definovanych standardnich postupu.
Jako akreditovana laborator jsme
povinni nastavit nékolikastupriové
kontrolni mechanismy a pravidelné
je provérovat s dirazem na kritické
procesy. Zkracené to znamena
dlsledna priprava a kontrola
laboratornich postupt jesté pred
zavedenim do zkuSebniho testovani,
tedy Cesky feceno uznani vhodnosti
pro dané uziti a nasledné ovéreni,

Ze to pro praxi opravdu funguje.
Samoziejmosti je kazdodenni kontrola
analytickych systém0 a disledné
kontroly vSech vysledkd, vétsinou

na vice stupnich. Kazda laboratof

ma svUj systém kontroly kvality

a provadi pravidelné revize vech
postupu. Je to cyklicka, nikdy
nekondici prace, jejimz cilem by mélo
byt Usili ke zvySovani kvality a téz
snaha o optimalizaci nakladd,

nejlépe jejich snizovani.
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S rozvojem technologii dochazi
pravidelné i k restrukturalizacim
provozl. Pro dobrou tymovou
spolupraci mezi klinickymi obory

a rznymi laboratornimi provozy

je vhodné sjednoceni laboratofri
prostorové, logisticky a odborné.
Organizacni vedeni Centralnich
laboratori (CL) tvori vedouci
jednotlivych laboratofi, ktefi fidi

ve své strukture jednotliva pracovisté.
V CL jde o LKCHI (laboratofe klinické
chemie, hematologie, imunologie),
kterou vede Ing. Marie Kasparova,
ktera je zaroven vedouci bioanalytik,
koordinator logistiky a manazer

kvality CL. Dale LKMB (laboratore
klinické mikrobiologie: - bakteriologie,
parazitologie a mykologie, virologie),
kterou vede MUDr. Magda Balejova,

a LMBG (laboratof molekularni biologie
a genetiky) pod vedenim Mgr. Ondreje
Scheinosta. Jmenovanym patfi mé velké
podékovani za kooperaci pfi reseni
rozvojovych a béznych provoznich
problému! Extrémné si to ,uzili”

v ,Covidové dobé". Stejné tak patfi diky
vsem pracovnikGim CL, ktefi se aktivné
podileji na nasi spolecné praci.

Pro fungovani CL je dllezité dobre
definovat problém ¢i pozadavek,
vytvofit si systémovy pohled a pfipravit

plan pro jeho feSeni. Nékteré
vysetfovaci metody je vhodné umistit
k 1Gzku pacienta, jiné do nepretrzitého
spole¢ného provozu, ostatni

do pfislusnych oborovych pracovist.

Cas a pokrok béZi netprosné.

V blizké budoucnosti je naprosto
nezbytné pro udrzeni kvality zajistit
kontinualni vychovu, pfipadné ziskani
kvalifikovanych, odborné motivovanych
pracovnik( nejen pro pfirozenou
generacni obménu, ale i rozvoj
laboratorni diagnostiky. ZvySujici se
naroky na rychlost provedeni a narQst
mnozstvi pozadavkd (700.000 zédanek
za rok 2021) nas vede k nezbytné nové
modernizaci a restrukturalizaci provozu.
Abychom spravné vyuzili technologické
moznosti, budeme nuceni rozvijet téz
informacni technologie a zavadéni prvkd
umélé inteligence, které ndm umozni
podpofit expertni ¢innosti s pfenosem
informaci a znalosti z a do klinické praxe.

Pevné vérim, ze Usili vSech pracovnikd CL
pfispéje i nadale k vysokému standardu
poskytované zdravotni péce a udrzeni
vysokého hodnoceni nasi nemocnice

v ramci nemocnic v CR.

H MUDr. Miroslav Verner, EuSpecLM
reditel useku centralnich laboratori

PS.

Vzpominam na slova svého skolitele
MUDr. Josefa Starka: ,Kolego, nejlepsi
ucebnici je poctivé délana medicina
podporena soustavnym studiem

a konzultacemi pfi hledani odpovédi

na otazky, které se Vam denné vynofi

v mysli v souvislostech s vasi praci.

Je na vas, zda budete na otazky

hledat odpovédi, ¢i je jen pominete

a zGstanete u $katulek. Skatulky pro
zacatek a orientaci viibec nejsou Spatné,
ale pokud chcete s nécim pracovat, tak
to vétsSinou musite z té Skatulky vyndat.
Mozn4, zZe to po peclivém prozkoumani
zaradite zpét na plvodni ¢i jiné misto.
Také mozna poridite Skatulku zcela
novou ¢i prestanete se Skatulkovanim
za kazdou cenu. Chci Vam pfipomenout
to, co znali i nasi predci, napf. Thomas
S. Eliot: ,Neméli bychom prestavat
zkoumat. Na konci vSech badani se
dostaneme na zacatek a konecné ho
pochopime’. Je to o filozofii mediciny.
Nechtéjte pochopit viechno dopredu,
ale peclivé zkoumejte podstatu toho, co
fesite. Zpocatku si kladte ty jednoduché
otazky a pokuste si je sam pred sebou
poctivé zodpovédét. Teprve poté by
mély nasledovat ty slozitéjsi”. Dobrému
zdravotnickému pracovnikovi nestaci
jen prosté studium knih, potiebuje praxi
a naudit se praci v tymu!!!



Laboratorni medicina je jednou

z nejlépe utajenych oblasti moderni
mediciny. Pocatky rozvoje rdznych
laboratornich zkoumani v Cesku se
datuji do druhé poloviny 19. stoleti,
kdy se objevovaly zarodky prvnich
obor, konkrétné lékarské chemie,
mikrobiologie a hematologie.
Vétsinou to zaviselo na véhlasnych
univerzitadch a na osobnostech, které
staly u jejich zrodu. Historie mediciny
je téz obsahly obor, proto se zamérim
v zékladnich a zjednodusenych
rysech na novodobou historii

z prelomu 20. a 21. stoleti.

Na zacatku 20. stoleti byly laboratore
v Ceskobudéjovické nemocnici
soucasti prosektury. Primariat
Centréalnich laboratofi byl zfizen

v unoru 1936, prvnim primafem

byl MUDr. FrantiSek Bartak.

Po druhé svétové valce se zacaly
diferencovat rdzné laboratorni obory
a vznikaly samostatné primariaty
[ékarské chemie, hematologie,
imunologie, mikrobiologie s dalsim
oborovym délenim na bakteriologii,
parazitologii, mykologii a virologii.
Pozdéji vznikly laboratore nuklearni
mediciny a na konci 80. let laboratore
cytogenetiky. Laboratofe byly
vybudovany také pfi patologii,
soudnim lékarstvi, klinické
farmakologii a nesmime zapomenout
na laboratorni ¢ast transfuzniho
[ékarstvi. S omluvou véem

vynecham v tomto pfispévku vycet
dualezitych osobnosti, zminim pouze
prof. MUDr. Vladislava Potuznika, Dr.Sc.,
vlivného mikrobiologa, ktery po sobé
zanechal celou fadu vyznamnych zak(.
Nedavna historie se diky snaze

o organizacni sjednoceni laboratorni
mediciny svym zpUsobem vraci

ke kofenlm ze zacatku 20. stoleti.
Rozvoj jednotlivych laboratornich
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Zleva: generalni feditel MUDr. Bretislav Shon, hejtman Jihoceského kraje

RNDr. Jan Zahradnik a Ing. Miroslav Kalousek pri slavnostnim zahéajeni provozu

Centrélnich laboratori v novych prostorach, rok 2005, Foto: archiv Centralnich laboratori

obor0 a narlst poctu provadénych
vysetreni, nékdy stejnych na rdznych
mistech, vedl| k celkové neprehlednosti
a nékdy i k jisté mire rivality mezi
jednotlivymi laboratornimi provozy.

V roce 1996 byly laboratore v Nemocnici
Ceské Budéjovice, a.s. na celkem

14 mistech. Vedeni nemocnice dospélo
v témze roce k planu vytvofit projekt
modernich centralnich laboratofi.
Ideovy zdmér byl zpracovan v roce
1998. Cilem projektu bylo sjednotit
vétsinu laboratornich provozl

do jedné budovy s jednotnym pfijmem
biologického materialu. Nepfretrzity
provoz klinické chemie a hematologie
podpofit vysokou mirou automatizace.
Zajistit spravnou distribuci biologického
materialu na specializovana pracovisté
a minimalizovat zbytecna duplicitni
technologicka feseni, Aby vse

radné fungovalo podpofit projekt
informacnimi systémy.

V roce 2002 byl dokoncen finalni
projekt prestavby dnesni budovy L,
byvalé psychiatrie. Pfestavba budovy
byla dokoncena v roce 2005

s nakladem 130 miliond korun.

Po prestéhovani do budovy dochéazelo
k reorganizaci provozu a v roce 2007

i k sjednoceni informacniho systému

v CL. Poté bylo zahajeno projektovani
modernizace technologického
vybaveni a v roce 2010 probéhla

i samotna modernizace pfistrojového
vybaveni CL v rdmci regionalniho
operacniho programu s naklady
prevysujicimi 100 miliond korun.

V roce 2012 nasledovala technologicka
modernizace ¢asti laboratofi 1ékarské
mikrobiologie. Jiz od roku 2015

jsme diky rozvoji technologii

a opotrebeni nékterych systém(
zahdjili postupné dopliovani

a obménu dosluhujicich pfistroj.

Centralni laboratore Nemocnice

Ceské Budéjovice patfi svou strukturou
a vybavenim ke $picce Ceské a evropské
laboratorni mediciny. V soucasnosti
zaméstnavaji 40 |ékarl a bioanalytiky,
100 laborantt a 17 ostatnich pracovnika.

H MUDr. Miroslav Verner, EuSpecLM
reditel useku centralnich laboratori



Laborator klinické chemie, hematologie a imunologie

Laboratofr klinické chemie,
hematologie a imunologie (LKCHI)
je multioborovou laboratofi, ktera
zahrnuje tfi oborova pracovisté:

Pracovisté klinické chemie, Pracovisté
hematologie a Pracovisté imunologie.

Pracovisteé klinické chemie

Pocatky vzniku Pracovisté klinické
chemie, dfive pod nazvem Laborator
biochemie, Ize datovat v nasi nemocnici
do poloviny padesatych let minulého
stoleti. Jiz tehdy byla biochemicka
laborator spojena s hematologickou
laboratofi pod ndzvem Centralni
laboratof. Biologické vzorky se

z nemocnice donasely na ,Centralku”,
tenkrat pouzivany nazev spojené
laboratore. Laborator byla umisténa

v suterénu tehdejsiho chirurgického
pavildnu a jeji provoz byl nepretrzity.
Casem doslo k osamostatnéni
jednotlivych laboratofi. Primarem
biochemické laboratofe byl tehdy
MUDr. Jan Vyhnalek, uznavany
odbornik v oboru klinickd biochemie
a zaroven vyborny chemik, coz bylo
velkou vyhodou pro zavadéni novych
vySetfovacich metod, kdy se pfimo

v laboratofi pripravovaly potrebné
chemické roztoky z tzv. ,kucharky”,
kde byly rukou psané postupy
pripravy pracovnich roztokd. Krev se
odebirala do sklenénych zkumavek,
které se v laboratofi po pouziti

myly a vracely zpét na oddéleni

pro potreby dalSich odbérl. Mezi
zakladni biochemicka vysetreni patfilo
chemické a mikroskopické vysetreni
moce, stanoveni jaternich enzymd,
srdecCnich enzyma, minerald, vysSetieni
funkcnosti ledvin, glukozy, a dokonce se
jiz stanovoval velmi slozitou metodou
ethanol v krvi. Bez znalosti klasické
analytické chemie byl v té dobé
témér nemozny rozvoj laboratore,

o0 moznosti nakupu diagnostickych
souprav ze zahranici se nedalo vibec

Laborator zakladniho vysetfeni more v roce 1986, vpravo laborantka Véra Sauerova /

Foto: archiv laboratore

uvazovat, komeréni vyroba v tehdejsim
Ceskoslovensku byla v poéatcich.

V roce 1970 se biochemické laborator
pfesunula ze stisnénych prostor do nové
upravené laboratore opét v suterénu
Chirurgického oddéleni. V té dobé
pracovalo v laboratofi deset laborantek
a jedna vrchni laborantka, tehdy pani
Véra Vofiskova. Zaroven zde zadal
pracovat na ¢astecny Uvazek dalsi

|ékar MUDr. Miroslav Klouda, ktery

se pozdéji stal v roce 1980 primarem
biochemické laboratore. Postupné

se rozsifovalo portfolio nabizenych
biochemickych vysetreni. Standardné
se zacalo vysetfovat tzv. okultni (skryté)
krvaceni ve stolici k véasnému zachytu
nadorového onemocnéni tlustého
stfeva; toto vysetreni je modernéjsimi
vysetfovacimi metodami provadéné

do dneska a ma stéle velky vyznam.
Mezi dalsi vySetfovaci metody patfilo
napfiklad stanoveni novorozeneckého
bilirubinu k odhaleni novorozenecké
Zloutenky, kterd mGze mit vliv, kromé

jiného, na zavazné poskozeni centralni
nervové soustavy novorozence.
Vzristal pocet pracovnikl laboratore,

v roce 1974 jich bylo uz 24 a postupné
zde uplatnili své odborné znalosti
bioanalytici, absolventi vysokych kol se
zamérenim na chemii a pfirodni védy.
Ti prevzali odpovédnost za zavadéni

a ,vyvoj" novych metod. K dispozici byla
dokonce dnes Casto pouzivana metoda
stanoveni glykovaného hemoglobinu

k uréeni kompenzace diabetu mellitu
(cukrovky). Neni bez zajimavosti,

Ze v té dobé specialni odbéry krve

u lazka pacientl provadély laborantky
(odbér na vysetreni krevnich plyn(

pro potieby intenzivni péce). V roce
1986 pfislo dalsi stéhovani do pfizemi
Psychiatrického oddéleni, které pfineslo
na tehdejsi dobu moderné vybavené
prostory. Postupné se rozsirovala
paleta vysetfovacich metod, jako
napfiklad podrobnéjsi vysetiovani
mozkomisniho moku, toxikologicka
vySetieni, rozvijela se spoluprace

www.nemcb.cz



s hemodialyzacnim stiediskem,
jednotkami intenzivni péce a postupné
s technickym dovybavovéanim také
vzrlstal pocet provadénych vysetreni.
Do té doby pfevazné manualni prace
byla nahrazovana prvky automatizace.
Postupné byly porizovany moderni
analyzatory vétsinou tzv. zapadni
provenience (vibec prvni se jmenoval
EPOS) a prvni komercni diagnostické
vySetfovaci soupravy, nékteré

i zahranic¢ni. K dispozici byly jiz moznosti
nakupu reagencii domaci vyroby, tenkrat
nejznaméjsim vyrobcem byla Lachema.
Postupné se zlepsSoval i systém fizeni
kvality laboratornich vysetfeni diky

moznosti ndkupu kvalitnich nezévislych
kontrolnich material(l a moznosti
mezilaboratorniho porovnani vysledki,
které zajistovalo shodu vysledkd

ve vSech laboratofrich v republice.
Postupné se prechazelo k pofizovani
poditacd, a tudiz z ru¢né psanych
vysledkd na vysledky tisténé. V roce
1989 byla dokoncena vystavba nového
pavilonu Laboratore klinické biochemie
a na podzim probéhlo stéhovani

do zbrusu nové vybavenych prostor. V té
dobé byly v laboratofi jiz automatické
analyzatory, které eliminovaly ¢ast
rucni prace, laborantky se mohly vice
vénovat odborné ¢asti prace, dale

Poselstvi z roku 1988 vyslané Iékardm, zaznam z kroniky ze zpravy z ¢innosti
pracovnikd na Oddéleni klinické biochemie / Foto: archiv laboratore

prim. MUDr. Miroslav Klouda u prvniho biochemického analyzétoru /

Foto: archiv laboratore

Nemocnicni zpravodaj

dochézelo k postupnému rozsirovani
spektra vySetreni véetné specialnich
vysetreni, napt. stanovovani nékterych
hormon ¢i hladin Iékd, a snizovani doby
odezvy vysetreni, tj. vétsina vysledkl
vysetfeni byla k dispozici jeSté v den
odbéru vzorku. Postupné diky ,otevieni
oken do svéta” po roce 1989 doslo

v laboratofi k technologickému boomu
zavadénim modernich analytickych
technologii a pristupu. Bez pocitacl

a odpovidajiciho softwarového
vybaveni by jiz nebylo mozné zajistit
vysetreni nékolika set vzorkd denné.
Dale bylo nutné dodrzovat pravidla
vykazovani laboratornich vykon(
zdravotnim pojistovnadm. Postupné,

jak Sel ¢as, dochéazelo v nasi nemocnici
k optimalizaci vnitfni laboratorni sité.
Prabézné probihajici modernizace
laboratorniho vybaveni nabizela
rozSifovani i specializovanych metod,
takZe na zakladé téchto moznosti
dochézelo ke slu¢ovani laboratore
klinické biochemie s dalsimi
samostatnymi laboratofemi nemocnice.
Na zacatku devadesatych let minulého
stoleti doslo k pristéhovani laboratore
klinické farmakologie. Touto konsolidaci
bylo dosazeno optimalniho vyuzivani
pfistrojové techniky, vysledky
stanovovani hladin nékterych Iéciv byly
dostupnéjsi, rozvijela se toxikologicka
problematika, zejména v oblasti
intoxikace lécivy. Zacaly se stanovovat
kromé jiného i hladiny imunosupresiv,
tj. |éka, které jsou nedilnou soucasti
Ié¢by pacientl po transplantacich. V roce
1997 se soucasti biochemické laboratore
stala laborator klinické biochemie

z byvalé okresni (vojenské) nemocnice.
V roce 2000 pak probéhlo pristéhovani
laboratore nuklearni mediciny, které

se specializovala zejména na stanoveni
hormont a nékterych nadorovych
marker(. Pro vysetfovaci metody vSak
byly pouzivané radioaktivni latky, které
byly nebezpeéné jak pro pracovniky
laboratore, tak pro zivotni prostredi.
Tyto metodiky byly postupné nahrazeny
stejné kvalitnimi ,neradioizotopovymi
metodami”, které jsou ve vétsiné
pfipadl pouzivané do dnesni doby

a nepotrebuji specialni zachazeni

z hlediska bezpelnosti prace.



Ing. Marie Kasparova, vedouci Laboratore klinické chemie, hematologie a imunologie,

zastupce reditele useku centralnich laboratofi / Foto: redakce

V roce 2006 se soucasti laboratore

stala toxikologické laboratof Oddéleni
soudniho |ékafstvi. V témzZe roce doslo

k integraci hematologické laboratore.
Diky vyse popsané konsolidaci

a optimalizaci jednotlivych laboratornich
provozl v souladu se svétovymi trendy
zejména v moznostech zavadéni

a pouzivani moderni pfistrojové techniky
uz laboratofe nového typu nezaujimaji

z hlediska jednotlivych laboratornich
odbornosti pouze jednu odbornost,

ale z divodu multioborové koncepce

se setkdvame s ndzvem pouzivanym

i v zahrani¢ni literatufe — misto laboratof
klinické biochemie se fika laboratof
klinické chemie.

Jak tedy dnes pohlizime na laboratofre,
tudiz i na laborator (pracovisté)
klinické chemie? Co se od nas
ocekavano a co se snazime naplhovat?
Moderni medicina se stale vice opira
o vysledky laboratornich a pomocnych
vySetreni. Paralelné s timto trendem
rostou pozadavky na profesionalitu
zdravotnickych pracovnik( a jejich
¢innost v souladu s pravidly etiky.
Spravna indikace vysetreni, odbér,

identifikace, zpracovani, uchovavani
a transport vzork( do laboratofre,
kde je vzorek pfijat a pfipraven

k analyze, hraji vyznamnou roli

v poskytovani kvalitni [ékarské péce.

Lékar odesilajici material

predpoklada, ze vysetfeni bude
spolehlivé. Naopak laboratof

po provedeni vysSetreni a jejich

prenosu klinikovi predpoklada, ze
vysledky budou spravné interpretovany
a povedou k volbé adekvatni
diagnosticko-lécebné strategie.

Vsechny biologické vzorky, které jsou
dodavany do Centralnich laboratofi,
jsou pfijimany na centralnim pfijmu. To
je misto, kterym kazdy den projde vice
nez 3000 vzorkd krve, moce a dalsich.
Pracovnici centralniho pfijmu musi
vzorky roztfidit a co nejrychleji rozeslat
do jednotlivych laboratofi a pracovist
Centralnich laboratofi. Vzorky, které
prichazeji s pozadavkem urgentniho
(co nejrychlejsiho) zpracovani, maji
vzdy prednost z ddvodu kritického
zdravotniho stavu pacienta.

A jak vypadd dnesni
Pracovisteé klinické chemie?

Pracovisté klinické chemie (PKCH)
provadi v nepretrzitém provozu
komplex laboratornich diagnostickych
vysetfeni, od zakladnich biochemickych
testl az po vysoce specializované
analyzy. PKCH se vnitiné déli

na Ctyfi pracovisté.

Kolektiv Pracovisté klinické chemie / Foto: redakce



Jadrem PKCH je vysoce automatizované
pracovisté CORE. Je vybavené plné
automatickou linkou s kapacitou
zpracovani nékolika set vzorkd

denné. Nabizi vySetieni béznych
biochemickych parametrd, jako jsou
napfr. vySetreni slouZzici k posouzeni
funkénosti ledvin, stanoveni hladin
krevnich lipidQ, vSéeobecné znamé
stanoveni cholesterolu a jeho frakci,
tzv. hodného cholesterolu HDL a zlého
cholesterolu LDL, vysetreni jaternich
enzym, srde¢nich enzym{, glukozy

a mineral(, jako je napt. vapnik, sodik,
draslik a hofcik. Dale jsou v tomto
sofistikovaném analytickém systému
provadény i specialni analyzy,

napf. vySetreni hormon( Stitné zlazy,
pohlavnich hormond, téhotenského
hormonu (hCG), vysetreni k diagnostice
a monitorovani srde¢nich onemocnéni,
jako je napf. infarkt myokardu
(troponin). Nedilnou a velmi
vyznamnou soucasti nabizeného
spektra vysetreni je vySetreni
umoznujici zachyt a nasledné
monitorovani vyvoje nadorovych
onemocnéni. Mezi nové zavedené
metody patfi stanoveni PHI (index
zdravi prostaty). Jedna se o stanoveni
hodnot, které slouzi k urceni rizika
vyskytu karcinomu prostaty a velmi
vyrazné zlepsSuje diagnostiku karcinomu

Automaticka linka v laboratori CORE I (biochemické analyzatory dnes) / Foto: Jan Luxik

prostaty; toto vySetfeni provadime
spadové pro urology v celém
Jihoceském kraji. Pomoci specialnich
laboratornich vySetreni Ize odhalit
téhotenské gestozy, které mohou

na zivoté ohrozit jak matku, tak plod.
Tato diagnostika mlze nepfiznivy stav
vcas odhalit a prispét tak k zahajeni
adekvatni lécby. 24 hodin denné je

k dispozici stanovovani hladin antibiotik
k optimalizaci IéCby. Velmi casté je

Bioanalytici a technik Pracovisté klinické chemie, zleva Ing. Jana Pinlové, Ing. Vit Benda,

Mgr. Petra Ouskova, Bc. Jaromir Hriza, Ing. Josef Gottwald / Foto: Jan Luxik

Nemocnicni zpravodaj

v soucasné dobé vysSetfovani

vitaminu D, v nabidce pracovisté

jsou i dalsi vitaminy, zejména rady B.

V popredi zajmu je odbornou verejnosti
neustale diskutovana vcasna laboratorni
diagnostika sepsi a jejich monitorovani
pomoci stanoveni prokalcitoninu,
C-reaktivniho proteinu a v pfipadé
novorozencu i ¢asto pouZzivané
stanoveni interleukinu 6 i v pupecnikové
krvi. Poskytujeme kompletni vysetieni
tykajici se kostniho metabolismu, tj.
zachyt a Ucinnost 1écby osteoporozy.

Mezi specializovana vysetieni patfi
komplexni vysetfeni mozkomisniho
moku. Mozkomisni mok, ktery je

z laboratorniho hlediska chapan

jako ,vzacna” tekutina, je vysetifovan
z hlediska zastoupeni jednotlivych
latek, jako je napf. bilkovina, glukdza,
laktat aj., a dale je provadéno
kvalitativni zhodnoceni a urceni
morfologie bunék. Vysetieni mize
pomoci pfi onemocnénich centralni
nervové soustavy, tedy mozku a michy.
Pomaha odlisit zanétliva onemocnéni
bud’ hnisava, nebo nehnisava. Mlze
odhalit krvaceni do mozkomisnich
cest. Nasledné pak odlisit Cerstvé Ci
jiz probéhlé krvaceni anebo odhalit
krvaceni pokracujici. V neposledni
fadé ma pak nezastupitelny vyznam



Laborantka Zuzana Zikmundové u analyzatoru Kolektiv Toxikologické laboratore / Foto: Jan Luxik
na vysetrovani specialnich hormon( / Foto: Jan Luxik

pfi zachytu nddorovych bunék, a to se zaméruje na zachyceni tfi hlavnich napr. Uspésnost biologické lécby

Casto i dfive, nez je toto zjistitelné patologickych procesu. Krvaceni, stfevnich onemocnéni. Mikroskopickym
jinym zpUsobem. Nékdy je jedinou které mdze signalizovat zavazné vysetfenim vzorkd stolice Ize odhalit
metodou, kterad dokaze onemocnéni nadorové onemocnéni; toto vysetreni poruchy procesu traveni projevujici se
odhalit. Hodnoceni cytologickych je doporuéeno provadét u viech osob pritomnosti napf. skrobd, tuk(, svalovych
preparatd provadi klinicky neurolog. nad padesat let véku pravidelné kazdy vlaken ve stolici.

Jedna se o komplexni hodnoceni rok. Zanét, kdy se jedna o stanoveni

likvoru nasim |ékafem neurologem kalprotektinu, jehoz vySe odpovida tizi Pracovisté specialnich metod provadi
specialistou MUDr. Rostislavem Srkalem,  stfevniho zanétu. Pomoci stanovovani biochemicka vysetreni s pouzitim

a to s ohledem na klinicky obraz. hladin kalprotektinu Ize monitorovat elektroforetickych a chromatografickych

Dulezita je i multioborova spoluprace
s jednotlivymi dal$imi odbornostmi,
zejména s Infekénim, Neurologickym
a Neurochirurgickym oddélenim.

Dalsi vyznamné biologické materialy,

které Ize ziskat neinvazivné (tj. odbér

neni pro pacienta naroc¢ny), mohou

laboratornimi vysetfenimi pfinést

nepreberné mnozstvi informaci

o zdravotnim stavu pacienta.

Jednim z takovych material{ je moc.

Mezi vSeobecné znamé vysetreni

patfi tzv. chemické, kdy na zakladé

jednotlivych chemickych zkousek

urc¢ujeme napt. bilkovinu v mo¢i, glukézu

a dalsi. Pfi mikroskopickém vysetreni

moce laborator patra napr. po vyskytu

erytrocytl a leukocytd v moci a dalSich

nezadoucich elementech, jejichz

nalez mlze svédcit pro pritomnost

zanétu. Zachyceny mohou byt Laborator vysetreni hladin alkoholu v krvi — Kamila Tomkova,
i nadorové bunky. Vysetreni stolice Ing. Josef Gottwald / Foto: Jan Luxik



Vzorky pro priikaz tékavych latek v krvi metodou plynové chromatografie / Foto: Jan Luxik

Zaroven se podili na vypracovavani
soudnéznaleckych expertiz. Déle se
zaméfuje na soudnétoxikologickou
analyzu biologickych vzork{ na zadost
Policie CR a dalsich subjektt, zejména
v oblasti analyzy navykovych latek

v dopravé. Veskera vysetreni jsou

technik zamérenych na analyzu
proteind. Vyznamnym vysetienim
krve je stanoveni glykovaného
hemoglobinu, které vypovida

o dlouhodobém stavu hladin glukozy
(tfi mésice) pacientl s cukrovkou.
Podrobné vysetreni skladby bilkovin
krve elektroforetickymi metodami
umozniuje zachytit atypické proteiny,
které mohou svédcit o onemocnéni,
napf. mnohocetném myelomu. V této
oblasti, pfi zachytu i monitorovani
[éCby, velmi Uzce spolupracujeme

s hematologickou ambulanci nemocnice
a nefrologii. Chromatografické analyzy
jsou vyuzivany hlavné v oblasti
terapeutického monitorovani 1éciv, jako
je napf. stanoveni hladin antiepileptik,
sledovani Iécby u epilepsie. Dale
stanoveni riznych imunosupresiv
(Ié¢ba pacientl po transplantaci) pro
optimalizaci [é¢by pacient(.

Pracovisté klinické a soudni toxikologie
pod vedenim Ing. Josefa Gottwalda
velmi Uzce spolupracuje s lékafi
Soudnélékarského oddéleni v oblasti
toxikologickych analyz biologického
materialu ziskaného v rdmci provadéni
zdravotnich a soudnich pitev.

Nemocnicni zpravodaj

provadéna pro potreby celého
jihoceského regionu. Co se tyka klinické
toxikologie, ta je zamérena predevsim
na diagnostiku akutnich a chronickych
intoxikaci 1é¢ivy a sledovani abstinence
vCetné kontroly zneuzivani navykovych
latek (drog jako marihuana, pervitin,
kokain, zneuzivané léky a dalsi).

PKCH rovnéz zajistuje provadéni

rliznych zatézovych testl véetné jejich
hodnoceni. Jedna se napt. o realizaci

a vyhodnocovani glukézového
tolerancniho testu u téhotnych pro vcasny
zachyt gestacniho diabetu (t€hotenské
cukrovky).

Vybrani pracovnici PKCH odebiraji zilni
krev u déti nad deset let a dospélych

v odbérovém traktu CL. Odbér Zilni

krve se provadi u pacientd s pozadavky
na laboratorni vySetieni provadéna v CL.
Vybrani odborni pracovnici PKCH Uzce
spolupracuji s ostatnimi oddélenimi
nemocnice v oblasti poradenstvi

a podpory v rdmci programu
laboratorniho vysetfovani v misté péce

o pacienta (POCT, Point of care testing).
Tyké se to zejména oblasti intenzivni péce
a urgentniho pfijmu nemocnice, kde tento
zpUsob vysetreni mdze vést k usnadnéni
diagnostiky z hlediska mista a ¢asu.

Vedouci laborantky Pracovisté klinické chemie a Pracovisté hematologie
zleva: Petra Sandové, DiS., Bc. Hana Votrubové / Foto: Jan Luxik



PKCH poskytuje, mimo vlastnich
analyz, také sluzby v oblasti indikace
a interpretace vysSetieni. Dllezita

je i multioborova spoluprace

s jednotlivymi dal$imi laboratornimi
i klinickymi odbornostmi v ramci
kraje, a i celé republiky vcetné
fakultnich pracovist.

V PKCH pracuje osm vysokoskolsky
vzdélanych pracovnikl se
specializovanou zpUsobilosti

a 33 laborantek, z nichz vétsina ma
specializaci v oboru klinickd biochemie.

B Ing. Marie Kasparova
Pracovisté hematologie

Oddéleni klinické hematologie jako
samostatné vzniklo v Sedesatych letech
minulého stoleti jakoZto jednotka
zamérujici se na nemoci krve a krevniho
sraZzeni. Soucasti tohoto oddéleni byla
hematologickd ambulance a laborator
hematologie. Obé ¢asti prosly od svého
vzniku bouflivym vyvojem. Pocatky
hematologické laboratofe jsou
charakterizovany prevazné ru¢nim
zpracovavanim vzork( narocnym na cas,
prostor i personal. Od roku 1975 zacala
do hematologické laboratore ve vétsi
mire pronikat technika — hematologické
a koagulacni analyzétory — a tento vyvoj
akceleroval pocatkem devadesatych let
zavadénim vypocetni techniky. Tento
technicky vyvoj umoznil zvysit pocet
provadénych vysSetfeni minimalné 30x,
pficemz se az neuvéritelné zlepsila
rychlost, pfesnost a spolehlivost
méreni. Zaroven klesly personalni

a prostorové naroky. Pocet laborantek
klesl proti sedmdesatym letiim
pfiblizné na polovinu, ale védecky

i technologicky vyvoj vyrazné zvysil
pozadavky na jejich celozivotni
vzdélavani. Za stejnou dobu se zmensil
prostor potfebny pro provaddéna
vySetieni pfiblizné na jednu Ctvrtinu.
Boufrlivy vyvoj klinické i laboratorni Casti
hematologie nutné vedl ke zvySenym
narokdim na uzkou specializaci. Z toho
dlGvodu byla laboratorni ¢ast pfi vzniku
Centralnich laboratofi pod ndzvem
Pracovisté hematologie vyjmuta

Vedouci Pracovisté hematologie Mgr. Nada Rouckova / Foto: Jan Luxik

z Oddéleni klinické hematologie

a zarazena do Centralnich laboratofi.

V soucasné dobé je Pracovisté
hematologie soucasti Laboratore
klinické chemie, hematologie

a imunologie, které spolu s dalSimi
laboratoremi tvofi celek Centralnich
laboratofi. Provadime postupy

Laborantky Martina Netocna (vlevo) a Bc. Veronika Netrefova vyhodnocuji vysledky z pfistroji
pro vysetreni poctu krevnich bunék - Beckman Coulter UniCel DxH800 (za nimi) / Foto: Jan Luxik

akreditované Ceskym institutem pro
akreditaci podle normy ISO 15189:2013.
Spolu s Pracovistém klinické chemie
poskytujeme nepfetrzity pfijem
biologického materiadlu pro viechna
pracovisté Centralnich laboratofi.
Provoz na pracovisti bézi 24 hodin
denné. Pouzivame nejmodernéjsi
technologické postupy a velka cast



Kolektiv Pracovisté hematologie / Foto: Jan Luxik

procesU je pIné automatizovana.
Soucasti naseho tymu jsou tfi [ékari,
dvé bioanalyticky a ¢trnact laborantek.

Zpracovavame vzorky plné krve
a kostni dfené pro zakladni a specialni
hematologickéa vysetreni. Jedna

Digitélni zobrazeni krevnich bunék na pfistroji

Sysmex DI-60 / Foto: Jan Luxik

se o vysetfeni poctud a velikosti

krevnich bunék a jejich rozliseni podle
morfologie nejen béznym vysetfenim,
ale i specialnimi metodami, které
vyzaduji specialné zaskolené pracovniky.
Pfi diagnostice hematologickych
onemocnéni Uzce spolupracujeme

Vedouci laborantka Bc. Hana Viotrubovéa zpracovava vzorky

pro vysetreni srazlivosti krve / Foto: Jan Luxik

Nemocnicni zpravodaj

s dalsimi pracoviéti Nemocnice Ceské
Budéjovice, a.s. jako napf. Pracovistém
imunologie, Laboratofi molekularni
biologie a genetiky, Patologickym
oddélenim. Pro potieby ortopedd
vysetifujeme pocty krevnich bunék

v kloubnim punktatu.

Provadime vysetieni srazlivosti krve.
Stanovujeme hladiny koagulaénich
faktorQ, jejichz nedostatek mlze vést
ke zvySenému krvaceni. Vysetfujeme
parametry rizika vzniku trombdzy
vedouci k zavaznym klinickym staviim.
Monitorujeme Iécbu warfarinem.
Uréujeme hladiny rdznych typu lékd
pouzivanych pfi antikoagulacni 1é¢bé
(napt. Clexane). Vysetfujeme zakladni
funkce krevnich desticek, které hraji
zasadni a dulezitou roli pfi procesu
krevniho srazeni.

Spolupracujeme s hematology z celych
jiznich Cech a dal$imi hematologicky
zaméfenymi pracovisti v ramci Ceské
republiky, jako predevéim s Ustavem
hematologie a krevni transfuze v Praze,
Fakultni nemocnici Plzen a dalSimi.

B Mgr. Nada Rouckova



Kolektiv Pracovisté imunologie /
Foto: Jan Luxik

Pracovisté imunologie

Historie laboratorniho vysetfovani

v imunologii se zacala psat

v osmdesatych letech minulého
stoleti, kdy vznikla v rdmci Odboru
mikrobiologie pfi KHS (Krajské
hygienické stanici) laborator
sérologie. Ta se zpocatku vénovala
pouze prikazu protilatek pro
diagnostiku infek¢nich onemocnéni,
postupné se pridavala dalsi vysetreni
imunitniho systému, ktera uz

s infekénimi chorobami neméla
mnoho spolecného. Z laboratore

v ramci mikrobiologie se postupné
stal samostatny odbor a po prechodu
mikrobiologickych oborl z KHS

pod Nemocnici Ceské Budéjovice, a.s.
v roce 1991 i samostatny primariat
pod vedenim MUDr. Petra Rocha, CSc.
Néasledovalo stéhovani do budovy
Centralnich laboratofi v roce 2005,
organizacni zaclenéni do nové
vzniklé struktury laboratornich obord

a vedeni prevzal MUDr. Pavel Zampach.

Tolik k historii laboratorni imunologie.

Odborna stranka prace se vyvijela
pomérné razantné. Od jednoduchych

Vedouci Pracovisté imunologie MUDr. Pavel Zampach s kolektivem bionalytikii — zleva:

Ing. Lenka Chaloupkova, Mgr. Veronika Maierova, RNDr. Zderika Vrajova,

RNDr. Pavlina Tinavska, Ph.D. / Foto: Jan Luxik

klasickych metod, které se daly

délat doslova ,na kolené”

(ostatné v onéch dobéch nic jiného
nezbyvalo), se postupné prechazelo

k modernimu pfistrojovému vybaveni.

Vyraznou zménou bylo vysetreni
bunék imunitniho systému metodou
pritokové cytometrie, ktera

nahradila dosavadni ru¢ni poditani
ve fluorescencnim mikroskopu.
Dalsim dulezitym pokrokem bylo
zavedeni nefelometrie misto radialni
imunodiflze pro stanoveni imunitné
dulezitych proteind a dalsi a dalsi
moderni metody. Nejrychlejsi rozvoj
byl v devadesatych letech,

ale pochopitelné, byt uz ne tak



rychle, pokracuje stale. Poslednim
vétsim impulzem bylo ustanoveni
Oddéleni klinické imunologie, kdy
byly pro potieby tohoto pracovisté
zavedeny nové metody.

V soucasné dobé Pracovisté imunologie
poskytuje standardni paletu vysetieni
potfebnou pro diagnostiku onemocnéni
imunitniho systému a néktera vysetfeni
pro diagnostiku infekénich chorob.

Diagnostika tzv. autoimunitnich
onemocnéni (tj. onemocnéni, kdy
imunitni systém pacienta poskozuje
jeho vlastni tkané) je jednim z pilifd
prace laboratore. Téchto onemocnéni
postupné pfibyva a v poslednich
letech je mozné je i castecné lécit
tzv. biologickou Iécbou, proto jsou
diagnostika i sledovani lécby pro
klinické Iékare velmi dulezité.

Dals$im pilifem je vySetieni pritokovou
cytometrii, kterd umoznuje vysetfovat
pfimo bunky imunitniho systému.

To skyta v soucasné dobé asi
nejucelenéjsi pohled na imunitni systém
pacienta a poskytne dllezité voditko
pro stanoveni diagndzy. Tato metoda
je také velice cennd u chorob
zhoubného bujeni krevnich bunék
(leukemii), kde umozni presné
stanoveni typu poruchy a je zakladem
pro uc¢innou lé¢bu téchto chorob.

Kromé toho provadime stanoveni
protilatek pro diagnostiku alergii

(tzv. specifické IgE protilatky), které

je v soucasné dobé vzestupu riznych
alergickych onemocnéni velmi ¢asté

a opét pomaha lékartiim s urcenim toho,
na co je pacient alergicky, ¢emu se mé
vyhnout a kdy a jak [écit.

Stanoveni protilatek pro diagnostiku
nékterych infekénich onemocnéni

(napt. syfilis Ci cerny kasel) neni sice

v centru nasi pozornosti, ale je dllezitym
doplnkem prace mikrobiologické
laboratore a pro stanoveni téchto
nemoci mdze byt rozhodujici.

Zvlastni kapitolou je vyroba
tzv. autogennich vakcin, coz jsou

Nemocnicni zpravodaj

peroralné ¢i podkozné aplikované
vakciny, vyrobené pfimo z vlastnich

kmen( bakterii izolovanych od pacienta.

Na tuto vyrobu se vztahuji prisné
predpisy Statniho Ustavu pro kontrolu
[éCiv, a proto doslo v roce 2020

k zadsadni prestavbé prislusnych prostor,

které nyni vyhovuji novym pozadavkdm.

Laboratorni analyzatory, pristroje

a vysSetfovaci soupravy jsou ale jen
mrtvou hmotou, kterd k oZiveni
potfebuje vysoce kvalifikovany personal.
V soucasné dobé Pracovisté imunologie
zahrnuje pét vysokoskolsky vzdélanych
pracovnikd, dvanact laborantek

a pomocny personal vesmés s nejvyssi
moznou kvalifikaci.

B MUDTr. Pavel Zampach

RNDr. Pavlina Tinavska, Ph.D. u pritokového cytometru / Foto: Jan Luxik

Laborator pripravy autogennich vakcin / Foto: Jan Luxik



Laborator klinické mikrobiologie

Historie ceskobudéjovické
mikrobiologie

Mikrobiologicka laboratof byla
plvodné soucasti patologického
oddéleni Krajské nemocnice

v Ceskych Budéjovicich. V padesatych
letech presidlila do arealu Vojenské
nemocnice, kde bylo vybudovano
biochemické a mikrobiologické
oddéleni. Mikrobiologické

oddéleni zde tehdy zalozil a ved|

prof. MUDr. Vladislav Potuznik, DrSc.,

v té dobé jesté podplukovnik
Ceskoslovenské armady. V roce 1956
tam presla i ¢ast zaméstnancl z tehdejsi
Krajské hygienické stanice (KHS), véetné
novych lékafd, manzeld MUDr. Oldficha
a MUDr. Svatavy Hausnerovych,
Cerstvych absolventd Lékarské fakulty
hygienické. Laboratof pracovala

pro Krajskou i Vojenskou nemocnici,
Iékare v terénu i vojenské Utvary.

V roce 1963 byla dostavéna budova
Krajské hygienické stanice (KHS)

ve Schneiderové ulici. Profesor
Vladislav Potuznik, ktery byl v té dobé
jiz zaméstnancem hygienické sluzby,
zde zalozil mikrobiologickou laboratof
v ramci KHS. Vratila se sem civilni

prof. MUDr. Vladislav Potuznik, DrSc. /
Foto: archiv Spolecnosti pro
lékarskou mikrobiologii CLS JEP.

cast zameéstnancl mikrobiologické
laboratore z Vojenské nemocnice.

Byla zfizena oddéleni bakteriologie,
parazitologie, virologie a imunologie.
Profesor Potuznik rovnéz ovlivnil

vznik a vyvoj dalSich mikrobiologickych
pracovist v ramci Jihoceského kraje

a v sedmdesatych letech také

ve FN Motol v Praze.

Profesor Potuznik byl autorem desitek
domadcich i zahrani¢nich publikaci.

V roce 1962 ziskal hodnost kandidata
véd, v roce 1964 se stal docentem

pro obor mikrobiologie a v roce

1977 profesorem. V roce 1981 ziskal
obhajobou doktorské disertacni

prace ,Klinickd mikrobiologie sepse”
titul doktora véd. Od roku 1963
pUsobil jako externi ucitel a od roku
1981 do roku 1991 jako prednosta
Ustavu lékaFské mikrobiologie

Fakulty détského Iékarstvi UK v Praze.
Podafilo se mu prosadit pozici
|ékarské mikrobiologie

jako samostatného oboru.

Byl rovnéz zakladatelem

tzv. klinické mikrobiologie -

oboru nejen laboratorniho, ale

i interpretacniho, s cilem presné klinické
a mikrobiologické diagnostiky vedouci
k racionalni antibiotické lécbé.

Diky kontaktim profesora Potuznika
s centralnimi odbornymi Ustavy

v Ceskoslovensku i s pracovisti

v zahranici se dafilo pro
Ceskobudéjovickou mikrobiologii
ziskavat odbornou literaturu i kvalitni
laboratorni a technické vybaveni.

To podporovalo tehdy nadstandardni
moznosti i Uroven ceskobudéjovické
mikrobiologie. Pracovnici se aktivné
Ucastnili tuzemskych i zahrani¢nich
seminarl a kongresu, spolupracovali
s centralnimi Ustavy na pripravé
laboratornich metodik s celostatni
platnosti. Profesor Potuznik se
zaslouzil v tehdej$im Ceskoslovensku
i 0 ustanoveni antibiotickych stfedisek.

Prvni antibiotické stfedisko vzniklo
pravé v mikrobiologické laboratofi

v Ceskych Budéjovicich. Jeho
spoluzakladatelkou a prvni vedouci

se stala MUDr. Svatava Hausnerova,
ktera se kromé béznych laboratornich
¢innosti vénovala metodice stanoveni
baktericidie séra u infek¢nich
endokarditid a predevsim problematice
bakterialni rezistence.

MUDr. Svatava Hausnerova /
Foto: Zprdvy CEM rocnik 28, 2019/01

MUDr. Oldrich Hausner /
Foto: archiv laboratore

www.nemcb.cz



MUDr. Oldfich Hausner byl skvélym
bakteriologem a skute¢nym expertem
v diagnostice gramnegativnich
stfevnich tycek. Dokonce objevil novou
bakterii, kterou se ve spolupraci se
Statnim zdravotnim Gstavem v Praze
podafrilo identifikovat jako novy
bakterialni rod. Bakterie se plvodné
méla jmenovat Bacteria hausneri,

ale to pan doktor, ve své vrozené
skromnosti, nechtél, takze dnes

nese nazev Budvicia aquatica.

Oba manzelé Hausnerovi prosazovali
a napliovali ideu tzv. klinické
mikrobiologie profesora Potuznika.
Byli velmi oddani své praci, pracovali
s velkym zanicenim a odpovédnosti
vUci pacientlim a oboru a v tomto
sméru vedli i nas, své zaky. A my jsme
meéli velké stésti a moc si vazime toho,
ze jsme méli skvélé ucitele, ktefi byli
navic i privétivi, skromni, s nadhledem
a smyslem pro humor, a to i pres
vlastni nelehky zivotni osud.

V cervnu 1991 doslo k organiza¢nimu
vyclenéni mikrobiologickych laboratofi
i imunologie z KHS a k jejich prechodu
pod Nemocnici Ceské Budéjovice, a.s.
(NCB).

Bakteriologii vedl do roku 1997
MUDr. Oldfich Hausner. Vedoucim
virologie byl MUDr. Radim Kramat.
Po ném se stala vedouci virologie
MUDr. Eva Zampachova, ktera byla
pozdéji i vedouci bakteriologie.
Spolecné s manzelem imunologem
MUDr. Pavlem Zampachem a tehdejim
primafem Infekéniho oddéleni
MUDr. Vaclavem Chmelikem zacali
v roce 1993 poradat Mezioborové
seminare v Treboni, které dnes jiz
maji velkou tradici. V roce 2006 se
vedouci laboratore bakteriologie
stala MUDr. Magda Balejova.
Pracovisté parazitologie a mykologie
jiz vedla MUDr. Nadézda Mallatova,
kterad navazala na dlouholetou praci
RNDr. Kvétoslava Kadl¢ika.

Ten pracoval na ¢astecny Uvazek

i v Parazitologickém Ustavu
Akademie véd. Tim polozil zaklady

dlouholeté spoluprace téchto pracovist.

Nemocnicni zpravodaj

Kolektiv Laboratore klinické mikrobiologie / Foto: Jan Luxik

Laborator klinické mikrobiologie
(LKMB] - sou¢asnost

1. 1. 2006 vznikl v NCB Usek Centralnich
laboratofi s centralnim pfijmem

vzork( a laboratore se prestéhovaly
do nové zrekonstruované budovy
byvalé psychiatrie pfestavéné pro
laboratorni provoz. Od roku 2012 pak
plati soucasna organizaéni struktura
Laboratore klinické mikrobiologie
(LKMB) s tfemi pracovisti. Vedouci
LKMB i Pracovisté bakteriologie (PBAK)
je MUDr. Magda Balejova, vedouci
Pracovisté parazitologie a mykologie
je MUDr. Nadézda Mallatova a vedouci
Pracovisté virologie je MUDr. Dana
Teislerova. Soucasti Pracovisté
bakteriologie je i Antibiotické
stredisko, jehoz vedoucim a zaroven

i vedoucim ATB tymu NCB je od roku
2021 MUDr. David Sis, ktery navazal
na predchozi ¢innost MUDr. Magdaleny
Hornikové. Vedouci laboratore
tuberkul6zy v rdmci PBAK

je MUDr. Marie Mikulasova.

V LKMB pracuje v soucasné dobé
celkem 50 pracovnik(. Mezi nimi je
9 |ékar(, 2 bioanalytici, 32 laborant(,
6 sanitarek a 1 administrativni
pracovnice.

Pracovisté bakteriologie

Pracovisté bakteriologie je provozné
i personalné nejobsahlejsi ¢asti LKMB.
Jeho cinnost je zajiStovana celkem

34 pracovniky. Predmétem cinnosti
je zpracovani biologickych vzorkd

od pacientd (stéry a vytéry z rGznych
Casti téla dle postizeni, stolice,

tekuté vzorky, jako jsou punktaty,
hemokultury, sputum a dalsi).
Rocné je zde zpracovano a vysetfeno
cca 90 000 vzorkd a provedeno

cca 9 000 konzultaci k antibiotické
terapii. Soudasti Pracovisté
bakteriologie je i Antibiotické
stfedisko a Laboratof pro diagnostiku
tuberkuloézy a jinych mykobakteridz.

Zakladem zpracovani klinického vzorku
v bakteriologii je mikroskopické

a kultivacni vysetieni. Vzhledem

k infekéni povaze jsou vzorky
zpracovavany v biohazardech.

Ty slouzi k ochrané pracovnikll pred
infekci a k ochrané vzork( pred

vnéjsi kontaminaci. VSe se provadi

za pfisné sterilnich podminek.

Mikroskopické vysetieni slouzi

k posouzeni pfitomnosti leukocytd
(bilych krvinek) jakozto priznaku
probihajiciho zanétu a déle k posouzeni
pfitomnosti a morfologie bakterii.



Kolektiv Pracovisté bakteriologie Laboratore klinické mikrobiologie / Foto: Jan Luxik
Zleva: vedouci laborantka LKMB Bc. Irena Capkové, vedouci LKMB a PBAK MUDr. Magda Balejové, RNDr. Jana Wagnerové,
Anna Matéjkova, MUDr. Marie Mikulasovéd, Jana Maresovd, Dana Chynova, Eva Chaloupkova, Béta Jakesovd, Romana Prokesova,

Blanka Mrvova, Ilona Heldova, Bc. Barbora Petrikova, Martina Rybova, Bc. Martina Velkova, Libuse Lagronova,
MUDr. Magdalena Hornikova, MUDr. Michal Patha, Jana Drabové, MUDr. David Siis, MUDr. Petra Dovinové

Preparaty jsou barveny dle Grama.
Vysledek mikroskopického vysetieni
je k dispozici velmi rychle po pfijmu
vzorku do laboratofe a umoznuje,

v pfipadé zavaznych vzorku a stav(,
nékdy velmi rychle zacilit pomérné
spravnou, predbéznou,
antimikrobialni 1écbu.

Kultivace znamena péstovani a mnozeni
bakterii za vhodnych vyzivovych

a teplotnich podminek. Pouzivaji se

k tomu rlizna kultivaéni média (dle typu
vzorku) pevna i tekutd — pomnozovaci.
Kultivace je, vzhledem k rlistové
rychlosti bakterii, k dispozici nejdfive
nasledujici den. V pfipadé pritomnosti

Laborantka Romana Prokesova zpracovava v biohazardu vzorky

pro mikroskopické a kultivacni vysetfeni / Foto: Jan Luxik

suspektniho patogenu ve vysledku
kultivacniho vySetfeni je zhotoven test
citlivosti k antimikrobialnim Idtkam.
Ten pak umozni pouzit jiz cilenou
antimikrobialni 1écbu.

Mikroskopicky preparat z punktatu kloubu —
leukocyty s fagocytovanymi hloucky
grampozitivnich kokd (velmi pravdépodobné
stafylokokd) / Foto: archiv laboratore

Kultura Staphylococcus aureus na pevné
kultivacni pudé — krevnim agaru. Kolonie jsou
obklopeny hemolyzou zptisobenou toxiny
kmene S. aureus / Foto: archiv laboratore



K rychlému prikazu pritomnosti
nékterych bakterii ve vzorku
(pneumokoky, legionelly — pGvodci
zavaznych zanétd plic, Clostridium
difficile — plvodce zavaznych prdjmd
az zanétu tlustého streva) vyuzivame
i prukaz antigenu, tedy pouze Casti
bakterii, pomoci rychlych testu

v Fadu minut. Testem na obdobném
principu jsme schopni stanovit

z izolované kultury Staphylococcus
aureus i jeho rezistenci k oxacilinu
béhem 5 minut, tedy prikaz MRSA
(methicillin rezistentni S. aureus).

To je velmi dUlezité pro rychlou,
spravnou a cilenou Ié¢bu mnohdy
zdvaznych, az zivot ohrozujicich
infekci zplsobenych touto bakterii,

i z epidemiologickych divodu.

Dfive se v mikrobiologii, kromé
termostatl, nepouzivaly témér zadné
pfistroje. Veskera zpracovani vzorkd

a identifikace izolovanych kultur

se provadéla manualné. Vysledky
biochemickych identifikaci nebyly vzdy
uspésné. Navic vySetfeni trvala dlouho.
Pro urychleni prace jsme si museli
pamatovat celé rady biochemickych
testl jednotlivych bakteridlnich druh

a jejich spravné vysledky. Pro testy
citlivosti k antibiotikiim neexistovaly
hrani¢ni hodnoty pro rezistenci. Citlivost
se odeditala podle vcelku individualniho
posouzeni velikosti inhibi¢ni zony,

tj. priméru inhibice (zabrany) rstu
kolem disku napusténého pfislusnou
koncentraci daného antibiotika.

V poslednich desetiletich se
mikrobiologie rozviji zavratnym
tempem. Pristroje pomahaji urychlovat
nasi praci a ziskavat rychlé a presné
vysledky. Zaroven nam umoznuji
vénovat vice asu posouzeni
klinického vyznamu vysledkd vysetreni
a konzultacni ¢innosti k |é¢bé pacientd.

Pro hemokultivaci (kultivaci krve)

u febrilnich pacientl nebo pacientl

v septickém stavu pouzivame

k priikazu bakterii v krvi automatické
analyzatory. V soucasnosti mame

k dispozici nejmodernéjsi automaticky
hemokultivaéni analyzator na trhu.

Nemocnicni zpravodaj

Vedouci laborantka LKMB Bc. Irena Mikesova vklada lahvicku s odebranou krvi
do automatického hemokultivacniho pristroje VIRTUO / Foto: Jan Luxik

Mikroskopicky preparat z pozitivni hemokultury.
a — grampozitivni koky v hlouccich (stafylokoky),

b - grampozitivni koky v fetizcich (streptokoky nebo enterokoky),

¢ - gramnegativni tycky (napr. Escherichia coli — nejcastéjsi

plvodce mocovych infekci) / Foto: archiv laboratore

Po vlozeni hemokultivacnich lahvicek

s odebranou pacientovou krvi pfistroj
lahvicky kontinualné monitoruje

a automaticky signalizuje rdst bakterii

v médiu lahvicky. Hemokultivacni
lahvicky, vyhodnocené pfistrojem jako
pozitivni, jsou ihned vyockovany — jejich
médium obsahujici bakterie je naneseno
na vhodné kultivacni pldy a zhotoven
je mikroskopicky preparat. Podle nalezu
morfologie bakterii v mikroskopickém
preparatu (grampozitivni koky

v hlouccich, fetizcich nebo
gramnegativni tycky), Ize pak ihned
doporucit antibiotickou lIé¢bu pro

pacienta vzhledem k jeho onemocnéni
a celkovému stavu. Tento predbézny
vysledek mGze tedy byt k dispozici jiz
béhem 30 minut po vyjmuti pozitivni
lahvicky z pfistroje.

Obrovsky posun v nasi praci nastal

v roce 2010, kdy jsme, diky tehdejsimu
vedeni NCB v cele s generalnim
reditelem MUDr. Bretislavem Shonem,
ziskali, a to jako druhé laborator

v republice, hmotnostni spektrometr
technologie MALDI-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption lonization-
Time of Flight) pro identifikaci bakterii,



Priprava vzorku pro identifikaci ve hmotnostnim spektrometru

MALDI-TOF - VITEK MS - nanaseni narostlych

kolonii bakterii z kultivacniho agarového média na desticku / Foto: Jan Luxik

kvasinek a plisni. Narostlé kolonie
bakterii nebo kvasinek a plisni jsou
naneseny na identifikacni desticku.
Desticka je vlozena do pfistroje.

Ve vakuu v pfistroji dochazi

ucinkem laseru k vytvoreni spekter

na zakladé molekulové hmotnosti
proteind bakterie. Tato spektra jsou
porovnana se spektry znamych bakterii

v internetové databazi. Vysledek —
identifikace bakterialni kultury,

Ze se jedna napf. o Escherichia coli,
je zndm béhem 30 minut.

Pouziti této technologie urychli
vysledek identifikace o jeden den
i vice oproti dfive pouzivanym
biochemickym testdm. V pfipadé

Laborantka Martina Rybova vklada desticku s kulturami bakterialnich
kmen( k identifikaci do pfistroje VITEK MS / Foto: Jan Luxik

pozitivnich hemokultur, vzhledem

k tomu, Ze jde o vySetieni u Zivot
ohrozujicich stavd s nutnosti co
nejrychlejsi spravné a cilené terapie,

se snazime identifikaci provést ze sotva
patrného nardstu na kultivacni padé jiz
po 3-4 hodinach. Bézna doba kultivace
je pfitom 18-24 hodin. Cilem je sdélit
dalezity vysledek osetfujicimu |ékari

co nejdfive. Pfi signalizaci pozitivni
hemokultury pfistrojem mGzeme tedy
urcit jiz po 4 hodinach, ze mikroskopicky
nalez napf. grampozitivnich kok

v hlouccich odpovida kultivacnimu
zachytu S. aureus a béhem 5 minut
zjistime, zda jde o kmen citlivy

k oxacillinu nebo MRSA.

Vysledky identifikaci bakterii ziskanych
porovnanim zmérenych spekter se spektry
bakterii v internetové databazi. Zelené —
identifikace na 99,9%. Cerveny vykficnik
upozorfiuje na stfevniho patogena
(salmonela) / Foto: archiv laboratore

Identifikace pomoci hmotnostni
spektrometrie je velmi pfesna a mnohdy
nas seznamuje s bakterialnimi druhy,
které jsme dfive byli schopni pomoci
biochemickych testt urcit jen orientaéné
nebo vibec. Spravna identifikace

je pfitom nesmirné dulezita pro
spravnou interpretaci vysledku
citlivosti, vzhledem k tomu, ze nékteré
bakterialni druhy jsou k nékterym
antibiotikm primarné rezistentni.

Ke stanoveni citlivosti k antibiotikim
rovnéz vyuzivame moderni pristroje.
Stanoveni je velmi presné a v pripadé
rychleji rostoucich bakterii jsou vysledky



k dispozici jiz za nékolik hodin. Pfistroje
detekuji a interpretuji i rGzné mechanismy
rezistence bakterii k antimikrobialnim
latkdm. Vzhledem k tomu, Ze citlivost

na antibiotika je vzdy vztazena

ke konkrétnimu bakterialnimu druhu, je
rychla identifikace spolecné s rychlym
stanovenim citlivosti zcela zasadni pro
rychlou a cilenou Ié¢bu pacienta.

V diagnostice mocovych infekci
pouzivame pfistroj ke stanoveni
kvantitativni bakteriurie. Tento pfistroj
umi vyhodnotit mnozstvi bakterii

v 1 ml vzorku modi. Za pozitivni se
povazuje mnozstvi bakterii 10*5/1 ml

s urcitymi vyjimkami. Uréené kvantita,
spolecné s nalezem v mikroskopickém
preparatu ze vzorku moce, je dilezita
pro interpretaci vysledku vysetreni.

Ten mdze znamenat bud’ skute¢nou
infekci, nebo tfeba jen kontaminaci
zplsobenou nevhodnym odbérem moci
nebo nevhodnym skladovanim béhem
transportu vzorku do laboratore. Doba
vysetreni je pouze 4 hodiny, v pfipadé
pozitivniho vysledku i méné. Je tedy
mozné jiz v priibéhu nékolika hodin

po odbéru modi cilit antibiotickou
terapii. V pfistroji Ize také pfimo zhotovit
standardni inokulum pro provedeni
testu citlivosti k antibiotikdim. Kompletni
vysledek vysetfeni moce je pak
dostupny za 24 hodin, oproti dfivéjSim
48 hodinam. To je velmi dulezité pro
rychlou a spravnou |é¢bu mocovych
infekci. Vzhledem k tomu, Ze az tretina
tézkych stavl s pfitomnosti bakterii

v krvi ma zdroj v infekci mocovych cest,
je tato rychla diagnostika velmi dUlezita.

K barveni mikroskopickych preparati
ze zaslanych vzorkl i narostlych
bakterialnich kultur, které se drive
provadélo manualné, pouzivame dnes
barvici automaty. Ty velmi urychluji
nasi praci a standardizuji vysledky
barveni. Mikroskopické preparaty

pak hodnotime pomoci kvalitnich
mikroskopu.

H MUDr. Magda Balejova
vedouci Laboratore klinické
mikrobiologie a Pracovisté
bakteriologie

Nemocnicni zpravodaj

Vkladani lahvicek se vzorky moce do analyzatoru Uroquatrro

ke stanoveni kvantitativni bakteriurie / Foto: archiv laboratore

Laborantka Ilona Heldova vyjima stojanek s obarvenymi

preparaty z barviciho automatu / Foto: Jan Luxik

Antibiotické stredisko

Nedilnou soucasti Pracovisté
bakteriologie je i Antibiotické stiedisko.
Provadi se zde stanovovani rezistence
vybranych bakteriélnich agens

k jednotlivym antibiotikim (ATB). Jsou
vyuzivany nize uvedené metody:

Diskova difuzni metoda pro stanoveni
kvalitativni citlivosti k antibiotikiim.

Poskytuje zakladni informaci, zda

je bakterialni kmen k antibiotiku
citlivy, tj. zda bude lé¢ba G¢inna.
Agarova plda je inokulovana -
prelitd suspenzi bakteriadlniho kmene
o presné koncentraci. Na agar je
raznici polozeno 6 diskd napusténych
rdznymi antibiotiky. BEhem inkubace
dochazi k inhibici ristu citlivych bakterii
a k vytvoreni tzv. inhibi¢ni zony.

Jeji primeér je porovnan s primérem



Laborantka Libuse Lagronova provadi mereni vysledkd kvalitativni

citlivosti v systému Adagio / Foto: archiv laboratore

stanovenym mezinarodni

organizaci EUCAST (The European
Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing). K antibiotiku

s mensim pramérem inhibicni zény,
nez je stanoven EUCASTem,

je bakterialni kmen rezistentni.

Ke standardizovanému odectu
inhibi¢nich zén pouzivdme automaticky
odecet pristrojem Adagio™.

VITEK 2™ je automatizovana testovaci
metoda stanovujici minimalni
inhibiéni koncentraci (MIC) ATB.

MIC znamené nejnizsi mnozstvi ATB

v mg/l, které zastavuje mnozeni a rlst
bakterii. Vysledek je tedy, na rozdil

od predchozi metody, vyjadren
kvantitativné. Metoda je uzivana

v pfipadé zavazného klinického stavu
pacienta nebo v pfipadé zvlasté
rezistentnich bakteridlnich kmend.

Ke stanoveni se uzivaji tzv. karty
obsahujici 63 mikrojamek. V nich je
kultivacni médium a zpravidla pro
kazdé ATB 4 vzestupné koncentrace

ve 4 mikrojamkach. Karta je po inokulaci
suspenzi bakterialniho kmene o presné
koncentraci automaticky vlozena

do inkubatoru pfistroje. Ten monitoruje
rdst kazdé jamky. Po ukonceni kultivace
(v fddu hodin az maximalné 1 dne)
dochézi k vyhodnoceni MIC pro kazdou

Diskova difuzni metoda pro stanoveni kvalitativni
citlivosti k antibiotikim. / Foto: archiv laboratore

Priprava suspenzi bakterialnich kmend pro karty ke stanoveni
kvantitativni citlivosti (MIC) v pfistroji VITEK 2 / Foto: Jan Luxik

antimikrobialni latku obsazenou

v prislusné karté. Kapacita pfistroje
je 60 karet/den. Soucasti vysledku

citlivosti kmene jsou i mechanismy
jeho rezistence.

Metoda E-test se pouziva k testovani
kvantitativni citlivosti riistové
narocnych a anaerobnich bakterii.
Prouzek E-test (plastovy nebo papirovy)
je napustén antimikrobialni latkou se
stoupajici koncentraci ATB od jednoho

konce prouzku na druhy. Na prouzku
je vyznacena stupnice koncentrace
antimikrobialni latky. Po polozeni
prouzku na agar s nanesenou
suspenzi vysetfovaného bakterialniho
kmene dochazi k difuzi antimikrobialni
latky do agaru a vytvoreni kapkovité
zony inhibice rdstu. Minimalni inhibicni
koncentrace, tedy nejmensi mnozstvi
ATB, které zabrani rdstu bakterii,

je v misté kontaktu zény rdstu

kmene s E-testem.



Laborantka Bc. Barbora Petrikové vklada karty se suspenzemi bakterialnich kmend
pro stanoveni MIC do pfistroje VITEK 2 / Foto: Jan Luxik

Antibiotické stredisko u vybranych
bakterialnich agens zaroven provadi
vysetfovani a hodnoceni fenotypd
(mechanisma) rezistence. Napt. rezistenci
k metilicinu (oxalicinu) u Staphylococcus
aureus (MRSA) a rezistenci

k vancomycinu u enterokokd (VRE).

Dale také pritomnost betalaktamaz
rozsireného spektra (ESBL) nebo metalo-
betalaktamaz (MBL) u gramnegativnich
bakterii. Nasledné hlasi pozitivni

Viysledky kvantitativni citlivosti
kmene Escherichia coli v pfistroji
VITEK 2. / Foto: archiv laboratore

Nemocnicni zpravodaj

pfipady vybranych fenotypu rezistence
oSetrujicimu Iékari a Pracovisti
epidemiologie. To je velmi dulezité pro
kontrolu Sifeni téchto multirezistentnich
kmen® v nemocni¢nim prostredi.

Dulezitou soucasti cinnosti
Antibiotického strediska je poskytovani
konzultacni ¢innosti k antibiotické
|é¢bé pacientd jednotlivych oddéleni
Nemocnice Ceské Budéjovice, a.s.,

i Iékarlim z terénni praxe. Antibiotické
stfedisko rovnéz provadi kategorizaci
antimikrobialnich pripravkl a jejich
schvalovani k l1écbé.

Antibiotické stredisko spolupracuje

s Néarodni referencni laboratofi pro
antibiotika. Podili se na programech

a studiich, ve kterych se sleduje
rezistence k antibiotikim v komunité

i v nemocni¢nim prostredi, jako napf.
monitorovani rezistence vybranych
respiracnich patogent v ramci Pracovni
skupiny pro monitorovani rezistence
(PSMR), studie EC 2021 (monitorovani
rezistence Escherichia coli jako plvodce
komunitnich infekci moéového ustroji).
Je také soucasti projektu European
Antimicrobial Surveillance Network

Stanoveni kvantitativni citlivosti ristové narocnych
a anaerobnich bakterii metodou E-test / Foto: Jan Luxik

(EARS-Net), ktery je koordinovan
Evropskym centrem pro prevenci
a kontrolu infekci (ECDC).

Ve spolupraci s ATB tymem NCB, jehoz
vedoucim je rovnéz MUDr. David

Stis, se Antibiotické stfedisko podili

na ovliviiovani a kontrole dodrzovani
zasad spravné antibiotické praxe

v zajmu uvazlivého pouzivani antibiotik
v [izkové i ambulantni péci. Sleduje

a provadi analyzu spotreby antibiotik
v ramci NCB a vytvafi doporuceni
tykajici se nékterych specialnich oblasti
pouzivani antiinfektiv. Pfikladem je
chirurgicka a ortopedickéa profylaxe

a dalsi doporucené postupy. Zajistuje
vzdélavani odborné verejnosti

ve spravném pouzivani antibiotik

a principech prevence a kontroly
antibiotické rezistence. V neposledni
rfadé zajistuje vzdélavani a informovani
laické verejnosti zamérené na zvyseni
jeji spoluzodpovédnosti za spravné
pouzivani antibiotik.

® MUDr. David Sis
vedouci ATB strediska a ATB tymu
Nemocnice Ceské Budéjovice, a.s.



Laborantka Bc. Martina Velkova vklada kultivacni zkumavku se vzorkem na priukaz
mykobakterii do automatického metabolického systému / Foto: Jan Luxik

Laborator tuberkulézy

Laboratof tuberkulézy je soucasti
Pracovisté bakteriologie. Provadi
diagnostiku infekci zpGsobenych
mykobakteriemi. Jde o pracovisté
s celokrajskou plsobnosti.
Mycobacterium tuberculosis patfi
mezi rizikova agens - biologické
Cinitele tfidy 3, proto je Laboratof
tuberkulézy stavebné oddélena
od ostatniho provozu.

M. tuberculosis bylo prvné popsano
Robertem Kochem v roce 1882,
proto se nazyva také Kochlv bacil.
R. Koch za tento objev dostal v roce
1905 Nobelovu cenu za fyziologii

a medicinu. M. tuberculosis zpUsobuje
predevsim plicni tuberkulozu, ale

pfi pokrocilém onemocnéni mize
napadnout témér kazdou cast

téla. Nejcastéji jsou tudiz zasilany

na vysetreni vzorky z dychacich cest,
podle postizeného mista v téle.

Dulezitou soucasti zpracovani
vzorku po jeho pfijmu do laboratore
je dekontaminace, tj. odstranéni

Kultivacni zachyt Mycobacterium tuberculosis
na vajecné pldé - klasicka kultivace /

Foto: archiv laboratore

nespecifické bakterialni flory,

kterd by mohla znehodnotit
kultivaci. V pfipadé primarné
sterilnich vzork( se dekontaminace
neprovadi. Nasleduje homogenizace
vzorku a jeho koncentrace
centrifugaci. Ze zpracovanych
vzork( se provadi mikroskopicky
preparat a kultivacni vySetreni.

Mikroskopické preparaty ze vzorku
se barvi metodou fluorescencniho
barveni a jsou prohlizeny

ve fluorescenénim mikroskopu.

Mykobakterie patfi obecné k pomalu

rostoucim bakteriim, coz je spojeno

s ¢asové naroc¢nou kultivaci.

Pro kultivaci pouzivame automaticky

metabolicky systém. Zde probiha rist

mykobakterii v tekuté kultivacni ptdé.

Dle doporuceni Narodni referencni
laboratore je provadéna paralelné

i kultivace na dvou pevnych vajecnych
pudach, tzv. klasicka kultivace.
Zatimco klasicka kultivace umoznuje
hodnoceni narlstu nejdrive vétsinou

az po 6 tydnech, kultivace

v automatickém metabolickém
systému umoziuje zjistit nardst
mykobakterii cca o 2-4 tydny dfive.

Izolované kmeny mykobakterii
ovérujeme mikroskopickym
vySetfenim preparatu z kultury
barvené dle Ziehl-Nielsena

ve svételném mikroskopu.

Kmeny déle dourcujeme ve spolupraci

s Laboratofi molekularni biologie

a genetiky. V pfipadé izolace
Mycobacterium tuberculosis stanovujeme
citlivost k zadkladni fadé antituberkulotik
(Streptomycin, Izoniazid, Rifampicin,
Etambutol, Pyrazinamid). Jsou to
antibiotika nebo jiné latky uzivané k lé¢bé
tuberkuldzy. V pfipadé, ze je izolovany
kmen mykobakteria k nékterému

z testovanych antituberkulotik

zakladni fady rezistentni nebo je
pozadovana citlivost na rozsifenou

fadu antituberkulotik, zasilame kmen

do Narodni referencni laboratore

pro mykobakterie.



Do Narodni referencni laboratore
zasilame ke stanoveni citlivosti

i netuberkulézni mykobakterie,
které plsobi tzv. mykobakteriézy.
Zatimco v pripadé M. tuberculosis
dochazi k nakaze predevsim
vdechnutim mykobakterii pfi
kontaktu s nemocnou osobou,
netuberkuldzni mykobakterie se
vyskytuji v prostredi, predevsim
ve vodé a v pGdé. K nakaze pak
muze dochazet po kontaktu

s vodou, aerosolem, plidou,
prachem — vdechnutim, pozitim
nebo poranénou kizi. Stejné jako
M. tuberculosis mohou

i netuberkuldzni mykobakterie
zpUsobit plicni onemocnéni

i onemocnéni jinych organ
lidského téla.

Pro prikaz mykobakterii ve vzorku
je pouzivana i metoda prikazu
nukleové kyseliny mykobakterii
metodou PCR v Laboratofi molekularni
biologie a genetiky, se kterou Uzce
spolupracujeme. Tato metoda vsak
detekuje i nezivé mykobakterie.
Proto je vzdy nutné metodu doplnit
i 0 kultivacni prikaz mykobakterii,
ktery umoziuje stanoveni citlivosti
na antituberkulotika. Soucasti
molekularnich metod maze byt

i vySetfeni na geny rezistence

pro rychlou identifikaci
multirezistentniho M. tuberculosis.

Spolupracujeme také s Laboratofi
imunologie, kde se, mimo jiné,
provadi stanoveni Quantiferonu.
Tento test prokazuje z krve

pacienta interferon y, produkovany
specifickymi lymfocyty, pokud
pfisly do kontaktu s M. tuberculosis.

Diagnostika a lécba tuberkuldzy

je naro¢nou multidisciplinarni
zalezitosti, na niz se vedle klinickych
oddéleni podileji i dalsi obory.

Jsou to zejména radiologicka,
patologicka a laboratorni pracovisté.

B MUDr. Marie Mikulasova
vedouci laboratore TBC

Nemocnicni zpravodaj

Kolektiv Pracovisté parazitologie a mykologie Laboratore klinické mikrobiologie / Foto: Jan Luxik

Zleva: Vedouci laborantka pracovisté Jana Douchova,

vedouci pracovisté MUDr. Nada Mallatova, laborantky Miroslava Klimtova,

Aliona Scripnic, RNDr. Marie Fialova, laborantky Irena Vanéckova a Jaroslava Linhartova

Pracovisté parazitologie
a mykologie

V soucasnosti personalné zajistuje
provoz Pracovisté parazitologie
a mykologie 7 pracovnikd.

Diagnostika parazitéz se opira
predevsim o mikroskopické

vySetieni materialu, ktery je predem
koncentrovan, barven specialnimi
technikami nebo kultivovan na pddach.

Nejcastéji vySetfujeme vzorky stolice

na prfitomnost stievnich parazitQ.

I kdyzZ si na internetu ¢asto mizeme
precist, jak je nase télo zamoreno
parazity, rocné zachytime pouze nékolik
pfipadl nakazy roupem détskym,
Skrkavkou, tasemnici, giardii nebo
nepatogennimi entamébami.

U pacientl po navratu z rizikovych
exotickych oblasti vySetfujeme
kromé strevnich parazitd i vzorky
krve na pfitomnost plasmodii —
puvodcl malarie.

V parazitologické laboratofi
vySetiujeme i dalsi klinicky material:
vzorky tkani a punktatl cyst

na pritomnost tkanovych helmintl
a leishmanii, urogenitalni stéry

na pritomnost sexualné prenosné
trichomonady, seSkraby kilize
na pritomnost zakozky svrabové.

Podafrilo se ndm potvrdit

i akantamébovou keratitidu kultiva¢nim
vysetfenim seSkrabu rohovky.
Diagnostikujeme i objekty dodané
pacientem s podezienim, Ze se jedna

o parazita — Sténice, vsi, Skrkavky.
Casto je ale podezieni pacienti mylné
a jedna se o larvy volné zijiciho hmyzu,
nebo dokonce zizaly.

Pracovisté poskytuje i sérologickou
diagnostiku protilatkové odpovédi

u parazitarnich onemocnéni
toxoplazmozy a toxokardzy a spise

z historickych dlivodu i leptospirdzy

a borelidzy. Ke stanoveni sérologickych
markerd u borelidézy a toxoplazmozy
jsou vyuzivany automatizované systémy
LIAISON XL a RoboBlot, coz vede

k vyraznému zrychleni procesu.

Zasadni rozvoj mykologie nastal

v dobé propojeni klinickych pracovnik
predevsim z oboru hematoonkologie

a laboratornich pracovist. Vznikla
pracovni skupina oportunnich infekci
pfi Ceské leukemické spole¢nosti
(CELL). Do ¢innosti této skupiny se
nase laboratof plné zapojila spolu



Laborantka Irena Vanéckova zaklada séra ke stanoveni protilatek u lymské
boreliézy do automatizovaného pfistroje Roboblot / Foto: Jan Luxik

s pracovistém détské hematoonkologie
nasi nemocnice. V rdmci této skupiny
byly vytvoreny standardizované
postupy pro diagnostiku a lécbu
invazivnich mykotickych onemocnéni.
Dnesni vysledky této pracovni skupiny
a aktivni databéze invazivnich
mykotickych onemocnéni vedena

CELL jsou na evropské drovni.

Pracovisté poskytuje komplexni
diagnostiku v oboru lékarské mykologie.
Z klinickych vzork mikroskopicky

a kultivacné prokazujeme infekce
vyvolané kvasinkami a viaknitymi
houbami. V sou¢asné dobé nam
technika umoznuje nase nélezy

i dobfe zdokumentovat.

Identifikace kvasinek i vlaknitych hub
byla vzdy zaloZena na mikroskopickych
a biochemickych vlastnostech
jednotlivych druh.

Vyrazné se zpresnila s pfichodem
spektrometrie a molekularné
genetickych metod. Nase pracovisté
jako jedno z prvnich zavedlo i stanoveni
citlivosti jednotlivych druhl mikromycet
k antimykotikim a podilelo se

na standardizaci téchto metod

i v rdmci mezinarodnich studii.
Vyznamny podil v diagnostice
invazivnich aspergilovych a kandidovych
infekci hraje detekce houbovych

antigenl (zvlasté aspergilového
antigenu galaktomanu) z télnich tekutin
(sérum, BAL, mok). Nase laborator
metodu zavedla jako jedna z prvnich

v republice. Stali jsme se i skolicim
pracovistém v této diagnostice pro
ostatni mykologické laboratore

v republice. Nové méme k dispozici
toximetr k turbidimetrickému stanoveni
panfungalniho antigenu, ktery mdze
pracovat i ve statimovém rezimu.

Velkéa cast prace v mykologické
laboratofi je spojena s prikazem
koznich mykotickych infekci.

Laborantka Miroslava Klimtova pri zpracovani
dermatomykologického materialu / Foto: Jan Luxik

Jiz deset let spolupracujeme

s Pfirodovédeckou fakultou UK Praha
na epidemiologické studii sledujici
vyskyt dermatofytickych hub v nasi
populaci. Tim jsme si zaroven ovéfili,
Ze nové technologie typu MALDI-
TOF jsou pfinosem i v pomérné
slozité identifikaci dermatofyt.

B MUDr. Nada Mallatova
vedouci Pracovisté parazitologie
a mykologie

Vétvené hyfy Aspergillus sp. ve fluorescencnim mikroskopu.

Vzorek prohlizi RNDr. Marie Fialové / Foto: Jan Luxik



Pracovisteé virologie

Provoz pracovisté zajistuje osm
pracovnikd. Pracovisté virologie provadi
diagnostiku onemocnéni zplGsobenych
viry, chlamydiemi a mykoplazmaty.

K tomu vyuziva metody pfimého

a nepfimého prakazu.

V pfipadé pfimého priukazu hledame
ptvodce onemocnéni nebo jenom
jeho cast (antigen).

Viry jsou malé nebunécné cCastice,

které ke svému Zivotu potrebuji Zivou
bunku, jsou na ni plné zavislé. Nemaji
vlastni metabolismus, nerostou, nedéli
se. Pro jejich prikaz ve vysetfovaném
materialu se dfive vyuzivaly

bunécné kultury, pro chripkové viry

i kufeci embrya. Nevyhodou téchto
metod je jejich ¢asova i technicka
narocnost, vyhodou je ovsem priikaz
zivotaschopného plvodce onemocnéni.
Dnes jsou nahrazeny molekularné
biologickymi metodami, které

jsou rychlé a detekuji i viry, které

neni mozné kultivovat na bunécénych
kulturédch nebo prokazovat jejich
antigeny. V soucasnosti jsou na virologii
bunécné kultury vyuzivané pro kultivaci

Kolektiv Pracovisteé virologie Laboratore klinické mikrobiologie

u automatického analyzatoru Liaison XL. / Foto: Jan Luxik

Zleva: vedouci pracovisté MUDr. Dana Teislerova, RNDr. Marie Fialova, vedouci laborantka

pracovisté Dana Pejskova, Marie Chadtova, Andrea Jurdskové, Gabriela Simkové, Soria Maskové

urogenitalnich chlamydii. Jsou to sice
bakterie, ale stejné jako viry jsou plné
zavislé na hostitelské burice. Patfi

do skupiny tzv. atypickych bakterii.
Radi se k nim i mykoplazmata, nejmensi
bakterie charakteristické tim, ze nemaji
bunéénou sténu. K jejich prikazu slouzi
komercni kultivacni soupravy.

Kvantitativni stanoveni N-antigenu SARS-COV-2 z krve. Méreni vysledné

hodnoty na testovacim prouzku pristrojem / Foto: archiv laboratore

Nemocnicni zpravodaj

Dalsi typ pfimého prikazu, prakaz
virovych antigenu, je vyuzivan

v diagnostice virovych gastroenteritid
(prdjmovych onemocnéni). Pouzivaji
se testy pro rychlé stanoveni antigenu
ve stolici. Vyhodou je dostupnost
vysledku ve velmi kratkém case

po doruceni materialu do laboratore.
Antigeny jsou prokazovany i v krvi.
Nové je zavedena metoda prikazu
N-antigenu SARS-CoV-2 z krve.

Jeho stanoveni umoznuje sledovani
pribéhu infekce, slouzi k posouzeni jeji
zavaznosti a k ovéreni Ucinnosti léCby.
Stanoveni antigend v krvi se vyuziva

i v diagnostice virovych hepatitid a HIV.

Metodami nepFimého priukazu
zjiStujeme, zda ma pacient protilatky
proti danému mikrobu. Hodnotime
tedy reakci imunitniho systému

na infekci. Velky vyznam ma spravna
interpretace vysledku. Pozitivita
protilatek nemusi znamenat pravé
probihajici infekci a naopak negativni
vysledek infekci nevylucuje. Nékdy je
nutné vysetieni opakovat z nového
odbéru, abychom posoudili dynamiku
protilatkové odpovédi. V nékterych
pfipadech je doporucovano doplnujici
vysetfeni, provedeni odbéru na pfimy
prikaz plvodce onemocnéni.



Laborantka Andrea Juraskova vklada vzorky do automatického

analyzatoru Liaison XL / Foto: Jan Luxik

Nékteré nalezy je nutné potvrdit
(konfirmovat). Tato konfirmacni
vySetieni jsou provadéna na virologii
nebo v pfislusné referencni laboratofi.
U vybranych infekci je konfirmace
povinna ze zakona. To plati napfiklad
pro pozitivni nélezy, které by mohly
svédcit pro HIV infekci.

Nejcastéji indikovanym vysetienim
ve virologické laboratofi je detekce
protilatek proti nejriznéjsim
patogentm. Vysetfeni protilatek
ma vyznam zejména u infekci,
kde neni pfimy priakaz patogenu
bézné dostupny. Tak je tomu
napfiklad u klistové encefalitidy,

Laborantka Gabriela Simkové pfi obsluze poloautomatického

analyzatoru Chorus TRIO / Foto: Jan Luxik

kde ma pro laboratorni diagnostiku
stanoveni specifickych protilatek
zasadni vyznam. Nejcastéji jsou
provadéna vysetreni, ktera slouzi

k diagnostice virovych hepatitid,
infekce HIV, klistové encefalitidy,
infekci zplsobenych herpetickymi
viry, chlamydiemi a mykoplazmaty.
Stanoveni protilatek slouzi také

k posouzeni stavu imunity, tedy

zda pacient onemocnéni prodélal

v minulosti ¢i nedavné dobé nebo
zda adekvatné reaguje na ockovani.
U nékterych onemocnéni, jako
napfiklad u infekce virem hepatitidy
B, je kombinace pfimého a nepfimého
priikazu, tedy stanoveni antigenu

i protilatek, zasadni pro monitorovani
pribéhu a lécby onemocnéni.
Pracovisté virologie vySetfuje

také protilatky proti SARS-CoV-2.
Toto vySetfeni ma vyznam pro
rozhodnuti o podani monoklonélnich
protilatek v [é¢bé pacientl

s covidem-19, pro diagnostiku
postcovidovych komplikaci a pro
diagnostiku v pozdéjsi fazi infekce

u osob s negativnim vysledkem PCR.

Praci v laboratofi ulehCuji analyzatory,
diky nimz se vyrazné zkratila doba

od pfijmu vzorku v laboratofi

do ziskani vysledku. Do doby zavedeni
automatizace byla néktera vysSetreni
provadéna jednou tydné. V soucasnosti
jsou vysledky vétsiny vysetreni
dostupné béhem nékolika hodin.
Virologicka diagnostika se neustale
rozviji. Pracovisté virologie pribézné
zavadi nové metody a rozsifuje
spektrum nabizenych vysetreni.

Diky spolupraci s klinikami je mozné
laboratorni nélezy lépe interpretovat

a prispét tak ke stanoveni diagnézy.

Prvnim pfistrojem je pIné automaticky
analyzator Liaison XL, ve kterém je
mozné méfit najednou 120 vzorkd
krve a 25 metod soucasné. S vyhodou
ho Ize vyuzit pro metody s vysokou
frekvenci pozadavk{ na vysetieni.
Slouzi k diagnostice virovych hepatitid
(A, B, C, E), HIV a dalsich infekci.

Nové ho také vyuzivame pro stanoveni
protilatek proti SARS-CoV-2.



Druhym pfistrojem je
poloautomatizovany analyzator
Chorus TRIO. Lze v ném méfit
najednou 30 vzork( krve a viechny
dostupné metody soucasné. Vyuziva
se pro metody, které nejsou dostupné
na analyzatoru Liaison XL, a pro
metody s nizkou frekvenci pozadavkd
na vysetieni. Slouzi napfiklad

k vysetfeni protilatek proti viru klistové
encefalitidy, spalnicek, zardének,
herpetickym virdm a dalSim.

H MUDr. Dana Teislerova
vedouci Pracovisté virologie

Soucasti ¢innosti odbornych pracovnikd
Laboratofe klinické mikrobiologie
(LKMB) je i pregradudlni a postgradualni
vzdélavani rznych kategorii
zdravotnickych pracovnik

(LKMB je akreditovana pro vyuku).

LKMB rovnéz spolupracuje pfi vyuce

Vazené kolegyné, kolegové,

mili navétévnici Nemocnice Ceské
Budéjovice, a.s., dovolte mi seznamit
vas s Laboratofi molekularni biologie
a genetiky (LMBG), nejmladsi soucasti
Centralnich laboratofi.

Genetika je jeden z nejmladsich

a také nejpopularnéjsich oborl
moderni biologie. Jeji vyjimecnost
spociva v univerzalnim pfistupu

ke vSem Zivym organismim, zkouma
je na arovni jejich genetického kédu.
Jedna se o velice efektivni strategii

- geneticky koéd, tedy poradi ctyr
nukleotid v DNA ¢i RNA (kyselina
deoxyribonukleova/ribonukleova),

je pfirozenym digitalnim kédem zivé
pfirody. A stejné jako digitalizace
informaci v poslednim Ctvrtstoleti, zcela
méni nasi spole¢nost. Vyuzivani tohoto
biologického digitalniho kédu prinasi

Nemocnicni zpravodaj

studentu Stredni zdravotnické skoly

v Ceskych Budéjovicich a student(
Zdravotné socialni fakulty Jihoceské
univerzity. LKMB se aktivné ucastni
vyzkumnych UkolG a odbornych
studii. Pracovnici se G¢astni domacich
i zahranic¢nich seminara a kongrest
jak pasivné, tak aktivné, néktefi
rovnéz prezentuji své vysledky v ramci
domacich i zahrani¢nich publikaci.

Vsechna tfi pracovisté Laboratore
klinické mikrobiologie se pravidelné
Uspésné Ucastni programu Externiho
hodnoceni kvality, které prokazuji
kvalitni odbornou praci laboratore pfi
zpracovavani a identifikaci vzorka.
LKMB je také akreditovana pro svou
¢innost dle normy CSN EN ISO 15189
a Uspésné prochéazi vsemi audity
Ceského institutu pro akreditaci.

Laboratof klinické mikrobiologie (LKMB)

dosud nevidané mnozstvi informaci

o zivych organismech. LMBG je
laboratof specializovana na diagnostiku
nukleovych kyselin napfi¢ obory.

Tento pristup umoznuje efektivni
vyuziti nejmodernéjsich molekularné
biologickych metod pro vSechna
oddéleni nemocnice.

Historie

Diagnostika pomoci metod molekularni
genetiky ma velice kratkou historii.

K objevu struktury DNA nebo stanoveni
spravného poctu chromozoma doslo
az v padesatych letech dvacatého
stoleti. Prvni metody analyzy DNA byly
predstaveny v letech sedmdesatych

a k masivnimu rozvoji molekularni
diagnostiky dochazi az v devadesatych
letech po objevu polymerazové
fetézové reakce (PCR).

poskytuje své sluzby nemocnicnim

i externim Iékarlim a pacientdim.
Snazi se poskytovat opravdu uzitecné
sluzby, proto je zajisténo zpracovani
vzork(l v pracovnich dnech az do

20 hodin a konzultacni &¢innost

k vysledkdim a antibiotické [écbé

do 18 hodin. O vikendech a svatcich
pak tyto sluzby poskytujeme pro
urgentni vzorky a stavy v dopolednich
hodinéch. Jinymi slovy jsme k dispozici
365 dnl v roce.

Vsem pracovnikim Laboratore klinické
mikrobiologie za jejich obétavou praci
moc dékuji. Rovnéz dékuji za skvélou
spolupraci ostatnim pracovniklim
Centralnich laboratofi a koleglim

z klinickych pracovist.

H MUDr. Magda Balejova
vedouci Laboratore klinické
mikrobiologie

V Ceskych Budéjovicich zacala prvni
genetickd poradna pracovat v roce
1977 na poliklinice U Tfi Ivd pod
vedenim MUDr. Milose Veleminského,
po roce ambulanci prevzal MUDr. Karel
Cutka. V roce 1979 se zacala

budovat cytogeneticka laboratof,
celé Oddéleni |ékafské genetiky se

v roce 1985 prestéhovalo do Krajské
nemocnice. Na konci roku 1996 byla
jmenovana primarkou MUDr. Eva
Kantorova, v laboratori dochazi

k rozvoji molekularné biologickych
metod, oborové se zdkladni
diagnostika dédi¢nych onemocnéni
rozsifuje o hematologii a onkologii.

V roce 2003 prechéazi do laboratore
diagnostika extrahuméanniho genomu
(mikrobiologicka vysetfeni). Na konci
roku 2005 vznika Laboratof molekularni
biologie a genetiky jako soudast
Centralnich laboratofi.



Soucasnost

V laboratofi pracuje v soucasnosti
dvanact bioanalytik( (specialistl

s pfirodovédnym vzdélanim) a osm
laborantek. Za rok 2021 jsme vysetfili
90 tisic rGznych vzorkd a provedli

u nich vice nez 120 tisic diagnostickych
testl. Provoz je rozdélen na tfi
pracovisté — cytogenetickou
diagnostiku, molekularné
biologickou diagnostiku humanniho
genomu a molekularné biologickou
diagnostiku extrahumanniho
genomu. Pfitom jsou tyto celky
propojovany sdilenymi technologiemi

i jednotlivymi specialisty.

Cytogeneticka diagnostika

Jak vyplyva z ndzvu, cytogenetickou
diagnostiku Ize zjednodusené definovat
jako diagnostiku ,na Urovni bunky”.
Jedna se o analyzu jednotlivych

bunék (bunécnych jader, mitotickych
chromozéomd). Pomoci cytogenetickych
metod Ize odhalit aberace (odchylky)
velkych rozmérd — desetitisice
nukleotidd (pismenek genetického
kddu) a vice. Tato vySetreni vétsinou
vyzaduji kultivaci bunék, proto
cytogeneticka analyza trva nékolik
dnd az tydnl. Uplatniuje se pfi analyze
vrozenych vyvojovych vad a zejména
genetickych zmén nadorovych bunék.
Tato vysetfeni Ize metodicky rozdélit
do tff oblasti:

Stanoveni karyotypu — po kultivaci
bunék se analyzuji délici se bunky,
provadi se analyza zmén chromozémd.
Hodnoti se pomoci svételného
mikroskopu s velkym zvétsenim

a s pomoci specializovaného softwaru.

Fluorescencni hybridizace in situ

(FISH) — molekularné cytogeneticka
metoda, pomoci které Ize zviditelnit
(rozsvitit) jednotlivé Useky lidského
genomu, napf. geny. Hodnoti se
pomoci epifluorescen¢niho mikroskopu
a s pomoci specializovaného softwaru.

Komparativni genomova hybridizace
na cipu (array CGH) — srovnava dva
genomy (veskera geneticka vybava

Kolektiv Laboratore molekularni biologie a genetiky / Foto: Jan Luxik
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jedince), genom zkoumany a genom
referencni, ,zdravy”. Umoznuje
kvantifikovat statisice mist v genomu

najednou. K hodnoceni je tfeba laserovy
skener Cipl a software komunikujici
s internetovymi databazemi.



Analyza karyotypu / Foto: Jan Luxik

Za posledni rok jsme provedli 550
stanoveni karyotypu, 2000 vysetreni
FISH a 170 array CGH.

Molekuldrné biologicka
diagnostika

Tato nejmladsi a zaroven nejvice se
rozvijejici ¢ast diagnostiky detekuje
zmény genomu na drovni jednotlivych
nukleotidl (,pismenek” genetického
kodu). Proces zacina izolaci DNA nebo
RNA ze vzorku a nasleduje analyza
ziskané nukleové kyseliny. Ta je vzdy
zahéajena polymerazovou retézovou
reakci, po niz casto nasleduji dalsi
metody. Molekularni diagnostika
udivuje svou presnosti (specifitou)

a citlivosti (senzitivitou), je schopna
rozpoznat pritomnost nékolika molekul
DNA/RNA ve vzorku. Jednoducha
vysSetreni trvaji nékolik hodin, komplexni
analyzy pak nékolik tydn(.

Nejcastéji pouzivané techniky

v molekularné biologické
diagnostice:

Polymerazova retézova reakce —
metoda, ktera umoznuje specificky
namnozit vybrany usek DNA o vice

Nemocnicni zpravodaj

DNA

RNA

nukleotid

gen

genom

PCR

extrahumanni genom

karyotyp

chromozém

nez devét rady; stoji za obrovskym
rozsifenim molekularni diagnostiky.
Provadi se v zafizeni, kterému se fika
cycler [sajkler]. Nékteré modifikace PCR
umi urdit konkrétni mutaci (variantu),
nékteré umi kvantifikovat mnozstvi
molekul ve vzorku apod. Nejcastéji
pouzivanou modifikaci je PCR v readlném
case (Real Time PCR).

Sekvenovani— metoda, kdy urcujeme
poradi nukleotidll v definovaném Useku
DNA/RNA. Klasicka (Sangerova) varianta
sekvenovani se provadi na pfistroji pro
kapilérni elektroforézu. V jedné reakci
Ize urdit poradi nékolika set nukleotidd.

Reverzni hybridizace — specializovana
metoda umoznujici detekci nékolika
(desitek) mutaci najednou. Principem
je pfipojeni ¢asti DNA ze vzorku

ke komplementéarnim usekdim vazanym
na pevném nosici.

Deoxyribonukleova kyselina, nositelka genetické
informace u vétsiny organismu véetné élovéka, je
tvorena ctyimi zakladnimi kameny - nukleotidy.

Ribonukleova kyselina, nositelka genetické
informace u tzv. RNA-virt, u véech organismu Fidi
syntézu proteint dle genetické informace

v DNA/RNA.

Zakladni stavebni jednotka DNA/RNA, nukleotidt
jsou ctyfi druhy — adenin, cytosin, guanin,

tymin — u RNA uracil. Jadro jedné lidské burky
obsahuje pres 6 miliard nukleotidu.

Usek DNA, ktery ma néjakou funkci — nejéastéji
koéduje informaci pro syntézu proteinu.
Gen je tvofen stovkami az miliony nukleotidu.

Veskera geneticka vybava organismu,

v uzsim smyslu geneticka vybava burky.
Polymerazova retézova reakce. Proces, ktery
umoznuje specificky namnozit vybrany isek DNA

o vice nez devét Fadu; stoji za obrovskym rozsifenim
molekularni diagnostiky.

Nejcastéji se tak oznacuje genom mikroorganismu
(bakterii, vira a hub).

Soubor véech chromozémii v jadie burky.

Utvar v jadre buriky tvofeny proteiny a jednim
nepreruSsenym vlaknem DNA. Lidské buriky maji
46 chromozomiui.



MLPA (multiplexni amplifikace sondy
zavisla na ligaci) — specializovana
metoda pro multiplexni kvantifikaci
rznych mist v genomu.

Masivne paralelni sekvenovani,

také Sekvenovani nové generace
(MPS, NGS) — nejmodernéjsi metoda
vysokokapacitniho sekvenovani,

kterd umoznuje v jedné reakci provést
desitky milion0 sekvenacnich reakci

o délce nékolika set nukleotid.
Provadi se na pristroji NGS
sekvenatoru, vyzaduje specialni
informatickou podporu pro manipulaci
s velkym objemem dat a software
komunikujici s internetovymi
databazemi.

Molekuldarné biologicka
diagnostika huménniho genomu

Tato diagnostika zahrnuje jednoduché
PCR testy na znamé a klinicky
vyznamné mutace rGznych gen(,
stejné jako sekvenovani paneld mnoha
genll pomoci NGS.

Dédicné (vrozené) choroby — stanovuji
se znamé patologické varianty

u vybranych onemocnéni,

napt. cysticka fibroza, kongenitalni
adrenalni hyperplazie, mikrodelecni
syndromy a dalsi.

Hematologie a onkohematologie —
diagnostika trombofilnich mutaci

a fady malignich onemocnéni
krvetvorby, napf. specifické mutace
u myeloproliferativnich chorob,
stanoveni klonality T-lymfocytl

a B-lymfocytd u leukémii

a lymfomu a dalsi.

Farmakogenetika — ma za Ukol
najit varianty v genech, které
ovlivnuji rychlost zpracovani
cizorodych latek (zejména léku)

v téle. Cilem je stanovit spravnou
(dostatecnou a pfitom netoxickou)
davku léciva pro kazdého jednotlivého
pacienta, tzv. terapie Sita na miru;
ucinna davka se pritom u rliznych
zdravych jedincl mize lisit
nékolikanasobné.

Pracovisté Real Time PCR / Foto: Jan Luxik

Panelové sekvenovani — velkokapacitni
sekvenovani u diagndz, kdy nelze najit
jednotlivé typické mutace zpUsobujici
konkrétni onemocnéni, a zejména

tam, kdy nemoc muze byt zplisobena
poruchou vice gend. Provedeni takovych
vysetfeni trva minimalné nékolik tydnu.
Jedna se napf. o panel gend zpUsobujicich
dédi¢néd nadorova onemocnéni

(226 gent) nebo panel pro familiarni
hypercholesterolémii (6 gend).

V pfipadé analyzy vrozenych onemocnéni
jsou pacienti pred i po vysetreni
geneticky konzultovani na Ambulanci
Iékarské genetiky. V LMBG jsou soudnimi
znalci provadény paternitni expertizy
(testy otcovstvi).

Za posledni rok jsme na pracovisti
molekuldrné biologické diagnostiky
huméanniho genomu vysetfili

vice nez 2,5 tisice vzorkad.

Sekvendtor pro masivné paralelni sekvenovani / Foto: Jan Luxik



Molekuldarné biologicka
diagnostika extrahumdnniho
genomu

Obrovskou vyhodou molekularnich
mikrobiologickych vysetieni je rychlost
(nékolik hodin, vyjimecné méné nez
hodinu) a citlivost (nékolik molekul
DNA/RNA). Uspéénou diagnostiku
bakterialnich infekci nerusi ani
predchozi podani antibiotik. Diagnostiku
provadime z jakéhokoliv biologického
vzorku. Nejcastéji jsou pozadovany
jednoduché testy odhalujici pfitomnost/
absenci infekéniho agens ve vzorku.
Alternativou jsou multiplexni vysSetreni
vice agens v jedné reakci. Samoziejmé
nabizime i fadu specialnich vySetreni.

Diagnostika jednotlivych vird, baktérii,
hub — tyto testy umoznuji rychlou
diagnostiku (béhem nékolika hodin)
pfitomnosti infekéniho plvodce nemoci.
Lze zachytit jednotliva agens u vzork(

s kontaminaci dal$imi pdvodci.

Multiplexni vysetreni — v jedné reakci
Ize detekovat nekolik (vice nez dvacet)
infekénich agens. Vyuziva se u rychlé
diagnostiky, kde chybi podezieni

na konkrétniho pdvodce. Pfikladem
jsou detekeni panely respiracnich virg,
sexualné prenosnych nemoci a dalsi.

Kvantifikace virové ndloZe — dovoluje
stanovit mnozstvi viru ve vzorku

a sledovat tak Uspésnost lécby.
Provadi se napf. u viru hepatitidy B a C,
cytomegaloviru a dalSich.

Genotypovani, citlivost na lécbu —
umoznuje rozlisit jednotlivé podtypy
u konkrétniho pavodce, kdy Ize
oCekéavat riznou reakci na podané
[éCivo, ¢i rGznou klinickou prognozu,
napt. virus hepatitidy C, lidské
papilomaviry, Clostridium difficile,
SARS-CoV-2 a dalsi.

Sekvenovani 165/18S ribozomalni
pojednotky — specialni vysetreni Casti
genomu mikroorganismd. Sekvenuje
se variabilni ¢ast genomu, z vysledné
sekvence Ize urcit konkrétni druh
bakterii nebo hub.

Nemocnicni zpravodaj

Automaticka izolace nukleovych kyselin / Foto: Jan Luxik

Masivné paralelni sekvenovani - je
mozné sekvenovat cely mikrobialni
genom nebo presné kvantifikovat
zastoupeni slozek mikrobiomu

v klinickém vzorku. Zacastnili jsme

se projektu vyzkumu viru hepatitidy C
a ¢ekdme na dalsi (vas?) projekt.

Covid-19. Tento ¢lanek vznika na konci
roku 2021. Pfed dvéma lety jsme zachytili
prvni zpravy o nové respiracni nemoci

v Ciné a 0 mésic pozdéji jsme jiz provadéli
prvni diagnostiku viru SARS-CoV-2

u ¢inskych turist na jihu Cech. V té dobé
jsme si nikdo nedokazali predstavit,

co bude nasledovat. Dnes jsme soucasti
paterni sité laboratofi pro covid-19,

za rok jsme vySetfili 75 tisic odebranych
vzorkl. Genotypujeme jednotlivé varianty
viru, a hlavné se snazime zajistit co
nejlepsi diagnosticky servis pro vsechna
oddéleni v Nemocnici Ceské Budéjovice,
a.s. Od bfezna 2020 jsme v nasi malé
laboratofi nevynechali jediny den

v préaci v€etné vsech svatkd. Dovolte

mi upfimné podékovat zejména vsem
kolegiim z LMBG, ale také 24hodinové
laboratofi Centralnich laboratofi (zajistuji
nocni statimova vysetreni); Laboratofi
|ékarské mikrobiologie, ktera nejvice
trpéla nasi potiebou dalSich prostord;
odbérovému mistu a véem v nemocnici,
ktefi ndm svou vstficnosti pomahaji

v tomto nelehkém obdobi.

Za posledni rok jsme na pracovisté
molekuldrné biologické diagnostiky
extrahumanniho genomu pfijali
vice nez 87 tisic vzorkd, u kterych
jsme provedli 107 tisic vySetreni.

Molekuldrni patologie

V roce 2015 vznikla na Patologickém
oddéleni (PAO) Laborator molekularni
patologie s cilem propojit patologickou
laboratorni diagnostiku s metodami
molekularni biologie a nabidnout tak
cilené vysetreni histologickych vzorkl
pacientdm Komplexniho onkologického
centra Nemocnice Ceské Budgjovice,
a.s. LMBG tak vystupuje jako servisni
(technologicky) partner pro Patologické
oddéleni. Dvé kolegyné z tohoto
oddéleni v LMBG zpracovavaji a hodnoti
vzorky a samoziejmé se podileji i na
dal$i molekuldrné genetické
diagnostice; prospésnost z této
spoluprace je vzajemna.

Budoucnost

Nemdam pochyby o tom, ze rozvoj
molekularné biologické diagnostiky
bude dal bourlivé pokracovat. Jisté
pfibude rychlych statimovych vysetfeni,
pfijdou prvni automatické linky pro
tyto typy testl. V soucasnosti jsme
technologicky dobfe vybaveni pro



sekvenovani nejrdznéjsich

genovych panell (napf. kardiopanely),
komplikaci je pfenos slozitych
laboratornich vysledkd do klinicky
srozumitelné podoby - budeme
muset posilit tzv. translacni medicinu.
Béhem nékolika let se stane
standardem sekvenovani celého
lidského genomu nebo jeho aktivni
Casti a tyto trendy se jisté promitnou
i do extrahumanniho genomu

napf. v podobé stale popularnéjsi
diagnostiky mikrobiomu.

Vazené kolegyné, kolegové, Laborator
molekularni biologie a genetiky je
soucasti laboratorniho komplementu.
Zajistujeme laboratorni vySetieni

dle vasich pozadavk(, zpracovavame
odebrané vzorky a pacienty ,vidime”
jen prostrednictvim vas, zdravotnikl
z klinickych oddéleni. Velice si vasi
spoluprace vazime. Jsme dobre
vybavena laboratof, skvély kolektiv

Geneticka rovnice: 7x + y = Mgr. Ondrej Scheinost a 3 kolegyné / Foto: Jan Luxik

lidi, ktefi rozumi své praci — nabizime
pomoc a podporu ve vasich projektech.
Nevahejte se na nas kdykoliv obrétit.

B Mgr. Ondrej Scheinost
vedouci Laboratore molekuldrni
biologie a genetiky



