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LABORATORNI DIAGNOSTIKA

P47/2925. LABORATOR TESTU
SLUCITELNOSTI JAKO SOUCAST
REGIONALNI REFERENCNI LABORATORE
Borutova N., Pridalova J., Holuskova I., Galuszkova
D. (Transfuzni oddéleni FN, Olomouc)

Uvod: Pfiprava transfuze pro pacienty podléha radé
nafizeni. K ptipravé transfuze je zapotfebi krevni vzo-
rek pacienta a zaddanka o transfuzni pripravky, které
prijimame na pracovisti Centralniho pfijmu vzorka.
Vzorky jsou nasledné zpracovavany v Laboratofi testli
slucitelnosti. Metodika: Pfedtransfuzni vysetfeni se
sklada z vySetfeni krevni skupiny pacienta, screenin-
gu antierytrocytarnich protilatek a vlastniho testu
slucitelnosti, ktery slouzi k posouzeni kompatibility
erytrocytli darce a plasmy pfijemce. Jsou-li béhem
predtransfuzniho vysetfeni zjistény néjaké komplikace
(napft. pozitivni protilatkovy nalez, nejednoznacné ur-
ceni krevni skupiny, pozitivni test slucitelnosti) musi
byt dale vzorek doSetfen v Laboratofi specidlni imuno-
hematologie, kde po vySetfeni zdravotni laborantka se
specializaci spolu s 1ékatem uzavre vysledek a doporuci
dalsi postup k vybéru vhodného transfuzniho ptiprav-
ku pro pacienta. Do laboratofe Transfuzniho oddéleni
Fakultni nemocnice Olomouc (TO FNOL) je denné pfiji-
mano v pruméru kolem 45 pozadavki na predtransfuzni
vySetfeni nejen z riznych oddéleni FNOL, ale i ze §iro-
kého okoli a pocet nakfizenych transfuznich pfipravki
se pohybuje mezi 80 -120 denné. Vysledky: Kazdy mésic
je prijimano do Laboratofe testli slucitelnosti TO FNOL
cca 1100 - 1300 pozadavki o predtransfuzni vysetfeni.
V roce 2015 bylo prijato 13060 vzorkl na predtransfuzni
vySetfeni. Z toho bylo 4550 pozadovano v rezimu sta-
tim a 8510 v rezimu plan. V 780 pfipadech bylo nutné
presetfeni v Laboratofi specidlni imunohematologie.
Zavér: Vysledkem nasi prace je cilena a predevsim
icelna hemoterapie upravena podle potfeb pacienta.

P48/2964. MONITOROVOANI' HLADINY
BCR/ABL1 TRANSKRIPTU U PACIENTU

S CHRONICKOU MYELOIDNI LEUKEMII
Kolac¢kova M., Kfupkova L., Divoka M., Slavik L.,
Papajik T. (Hemato-onkoligickd klinika, FN a LF UP,
Olomouc)

Chronicka myeloidni leukémie (CML) je nadoro-
vé myeloproliferativni onemocnéni hematopoetické
kmenové burky s incidenci 1,0 az 1,5 novych pfipadta
na 100 000 obyvatel / rok. Kauzalni pfi¢inou vzniku
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CML je pritomnost fizniho genu BCR-ABLI1, ktery je
vysledkem reciproké translokace t(9;22)(q34;ql11). Fazni
gen BCR-ABLI slouzi jednak jako marker pro potvrzeni
Klinické diagnézy CML a jednak jako marker pro sle-
dovani tspésnosti 1é¢by a monitorovani minimalni
rezidualni nemoci. Zavedeni imatinib mesylatu a in-
hibitort tyrozinovych kinaz druhé generace do klinické
praxe vyrazné ovlivnilo ispésnost 1é¢by CML pacientdi.
Nedilnou soucasti terapie CML se stalo monitorovani
hladiny BCR-ABLI1 transkriptl v periferni krvi. K tomu
slouzi standardizovana metoda kvantitativni reverzné
transkriptazova polymerazova fetézova reakce (Q-RT-
PCR) s pouzitim fluorescen¢né znacenych sond. Jedna
se orychlou PCR v redlném ¢ase, kdy vysledna hladina
BCR-ABLI transkriptii je vztazena k expresi kontrolniho
genu ABLL. V nasem sdéleni se zaméfime na vyznam
monitorovani hladiny BCR-ABLI transkriptd u CML
pacientl 1é¢enych inhibitory tyrozinovych kindz. Pro
nazornost uvadime 3 modelové situace 1é¢ebnych od-
povédi, které mohou nastat.

P49/2977. LZE VERIT VYSLEDKUM
»ANALYZY ZIVE KAPKY KRVE*?

Kfupka M. (Ustav imunologie LF a FN, Olomouc)

Darkfield Live Blood Analysis neboli analyza zi-
vé kapky krve v temném poli je komercné nabizena
metoda, kterd v poslednich letech dosdhla v Ceské
republice znacného rozsifeni. Podle propagatora této
metody je mozné jeji pomoci ziskat z jediné kapky krve
komplexni obraz o zdravotnim stavu pacienta. Podle
webovych stranek nabizejicich tuto metodu ,,alterna-
tivni mediciny* ji 1ze pouzit ke zjiSténi Sirokého spektra
parametrii, jako je stavimunitniho systému (alergie,
autoimunity), potiZe s krevnim cukrem, viskozita krve,
riziko infarktu ¢i mrtvice, hladiny Zeleza, kyseliny lis-
tové ¢i vitaminu B12, ale i ponékud nejasné stavy jako
je ,stav detoxikace ¢i prekyseleni organismu* ¢i ,,my-
koza krve“. Objevuji se i informace o moznosti vyuziti
k diagnostice nadorovych chorob. Analyza zivé kapky
je nabizena vétSinou osobami bez oficialniho zdravot-
nického ¢i biologického vzdélani za primou tthradu a je
zaloZena na pozorovani nefixovaného vzorku kapilarni
krve za vyuziti mikroskopie v temném poli a digitalni
zaznamové techniky. Cilem prace bylo pomoci jedno-
duchého experimentu prispét k objektivnimu popisu
metody ,,analyzy zivé kapky krve“ a redlnosti tvrzeni
o0 jeji vyuzitelnosti v monitorovani zdravotniho stavu.
Byla pouzita Cerstva kapilarni krev dobrovolnika netr-
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piciho vyraznéjsimi zdravotnimi komplikacemi, ktera
byla zpracovana podle dostupnych informaci o pouzi-
vané metodice analyzy. Kromé toho byly vzorky také
vystaveny riznym vnéj$im vlivlim, jako je nafedéni
hyperosmotickym pufrem ¢i hodinové stani pti poko-
jové teploté. Vzorky byly nasledné pozorovany pomoci
mikroskopie ve fizovém kontrastu, kterd poskytuje
podobné vysledky jako mikroskopie v temném poli.
Ziskané snimKky byly srovnany s fotografiemi, které
jsou na webovych strankach provozovateld ,analyzy
Zivé kapky krve“ uvadény jako vzor zmén zpiisobenych
utdajnou nerovnovahou organismu (¢asto popisovanou
jako tzv. prekyseleni) nebo redlnymi patologickymi
stavy. Na zakladé ziskanych snimka a jejich srovnani
se snimky provozovatel popsané metody lze konstato-
vat, Ze vétSina jevli uvadénych v pozorované krvi jako
znamka zdravotnich problémdi mohou byt s vysokou
pravdépodobnosti artefakty vznikajici pfi zpracovani
vzorku (vzduchové bublinky, necistoty) nebo pfirozené
probihajici procesy (krevni srazlivost, vysychani prepa-
ratu s naslednym zakoncentrovanim slozek krevni plaz-
my a vznikem hypertonického prostfedi s naslednou
tvorbou echinocytl ¢i rouleaux forem). Vyhodnoceni
nepodléha zadné standardizaci a je tak pravdépodobné
vyrazné zatizeno dojmy a individudlnimi nazory jed-
notlivych pracovniki, coz se také ukazalo v nékolika
malo dostupnych publikacich vénujicich se tomuto
tématu (1-3). Na zakladeé téchto dat tak nelze predpokla-
dat redlny prakticky pfinos komer¢né nabizené metody
»analyzy zivé kapky krve“ pro sledovani zdravotniho
stavu a je na misté varovat pfed vyvozovanim jakych-
koliv zavérh z jejich vysledkd. Podpofeno grantem IGA_
LF_2016_011. Literatura: 1. Teut M., Lidtke R., Warning
A. (2006) Reliability of Enderlein ‘s darkfield analysis
of live blood. Altern Ther Health Med. 12(4): 36-41. 2.
El-Safadi S. Tinneberg H-R., Briick F., von Georgi R.,
Miinstedt K. (2005) Erlaubt die Dunkelfeldmikroskopie
nach Enderlein die Diagnose von Krebs? Eine pro-
spektive Studie. Forsch Komplementarmed Klass
Naturheilkd 2005;12:148-151. 3. Ernst E. (2005-07-12).
Intrigued by the spectacular claims made for Live Blood
Analysis? Don‘t be. It doesn‘t work. The Guardian.

P50/2926.'0PT|CKA' AGBEGOMETRIE

- POROVNANI VYSLEDKU VYSETRENI

V PLAZME NEUPRAVOVANE A UPRAVENE !lA
STANDARDIZOVANY POCET TROMBOCYTU
Bultasova L., Korelusova 1., Slechtova J., Duspivova
I. (EN Plzeii, UKBH, Plzeii)

NasSe hematologicka laboratot pouziva dlouhodobé
pro vySetfeni agregace trombocytl optickou metodou

na pristrojich fady APACT plazmu s upravenym poctem
trombocytli na 250.10E9/1. Pfipravuje se smisenim plaz-
my bohaté na desticky s plazmou chudou na desticky
v pomeéru zavislém na poctu trombocytll v kazdé z nich.
Na zdkladé doporuceni vyrobce pro analyzator APACT
4004 a Doporuceni pro standardizaci optické agrego-
metrie SSC/ISTH z 12/2012 jsme porovnavali vysledky
vySetfeni agregace trombocytli v plazmeé upravené na
standardizovany pocet trombocytli (250.10E9/1) a plaz-
my s neupravovanym poctem trombocytl. Pocet trom-
bocytll v neupravované plazmeé se pohyboval v rozmezi
317-600.10E9/1. Pro vySetfeni byly pouzity induktory
v uvedenych koncentracich: ADP (10 uM/1), kolagen
(100 ug/ml), kys. arachidonova (5 mg/ml), ristocetin
(1,5 mg/l a 0,7 mg /1). Celkem bylo vySetfeno 29 pa-
cientdl. Zavér: Pri pouziti induktort ADP, kolagenu,
kyseliny arachidonové a ristocetinu o koncentraci 1,5
mg/1 nebyly zjiStény rozdily ve vysledcich maximalni
amplitudy agregace trombocyt{ v upravené a neupra-
vované plazmé (rozdil vysledki se pohyboval v rozmezi
0,5-6,0 %). Byl zjistén rozdil mezi vysledky vySetfeni
strmosti agregacni kfivky (11-18 %) - vysledky vySetfeni
neupravované plazmy jsou povSechné vyssi nez z plaz-
my upravené, coz lze vysvétlit vy$$im poctem reagu-
jicich trombocytd. Vyznamnéjsi rozdil mezi vysledky
vySetfeni z upravené a neupravované plazmy byl zjistén
ve vysledcich maximalni amplitudy agregace trombo-
cytl po ristocetinu o koncentraci 0,7 mg/la sice 26,4 %,
kdy po standardizaci poc¢tu trombocyti na nizsi pocet
je agregabilita trombocytli naopak vyssi nez v plazmé
neupravované, Také ve vysledcich strmosti kfivky agre-
gace trombocytli v uvedené koncentraci ristocetinu bylo
dosazeno v upravené plazmeé o 17 % vyssich hodnot. Toto
zjisténi bude ovéfovano prométenim dalSich vzorkl
a zvétSenim hodnoceného souboru.

P51/2929. CHARAKTERIZACIA

VRODENYCH ERYTROCYTOZ

Kralova B., Fialova Kucerova J., Kapralova K.,
Pospisilova D., Horvithova M., Divoky V. (Ustav
Biologie LF UP, Olomouc; Détska klinika FNOL, Olomouc)

True polycythemia (or erythrocytosis) is characteri-
zed by increased red cell mass, which can be accompa-
nied by elevated hemoglobin and hematocrit. Primary
polycythemias result from either inherited germline
mutations in erythropoietin receptor (EPOR) or acqui-
red somatic mutations in Janus kinase 2 (JAK2). They
are characterized by augmented sensitivity of erythroid
progenitors to erythropoietin (EPO) and reduced/low-
-normal EPO levels. Recently, mutations in a negative
regulator of EPOR/JAK2 signaling, LNK, were reported
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in erythrocytoses with low EPO levels. Mutations in mo-
lecules involved in hypoxia signaling, which regulates
the production of red blood cells, are associated with
secondary polycythemias characterized by elevated/
high-normal EPO levels and EPO hypersensitivity of
erythroid progenitors in most of the cases. These include
mutations in von Hippel Lindau (VHL, recessive inheri-
tance), alpha subunit of hypoxia inducible factor 2 alpha
(HIF2-alpha) and prolyl hydroxylase domain protein 2
(PHD2) (both dominant inheritance). During the last ten
years we have collected a cohort of twenty-six patients
with congenital polycythemia. The in vitro hemato-
poietic colony assay revealed EPO hypersensitivity of
erythroid progenitors in sixteen of them. Subsequently,
these patients were subjected to mutational screening
of known polycythemia-related genes. A previously pu-
blished EPOR mutation (5967insT), leading to a loss of
the negative regulatory domain of EPOR, was detected in
two unrelated pediatric patients. A known mutation in
HIF2-alpha (p.G537R), which is responsible for increased
HIF signaling, was found in two unrelated children. In
one pediatric patient with signs of a myeloproliferative
disease in the bone marrow, two heterozygous muta-
tions in JAK2 (p.E846D and p.R1063H) were detected.
These two JAK2 substitutions (inherited from healthy
parents) cooperate to augment JAK2 signaling and cause
the disease. A single nucleotide polymorphism (SNP) in
a gene coding for LNK (rs3184504, p.R262W), was revea-
led in five cases. This polymorphism is associated with
increased production of multiple inflammatory and
immunomodulatory cytokines. One of these patients
also inherited a previously described p.P488S muta-
tion in EPOR. However, although reported in a po-
lycythemia patient, the direct causality of this EPOR
mutation with the development of erythrocytosis was
not confirmed. Nevertheless, it is possible that in our
patient the EPOR P488S and LNK R262W may cooperate
in generating the disease phenotype. In addition, this
patient was shown to be a homozygote for SNP rs2230724
in JAK2, known to be associated with increased risk of
acute leukemia and gastric cancer development. This
JAK2 152230724 SNP was detected also in five additional
patients with otherwise negative mutational scree-
ning; in two of them together with SNP rs3184504 in
LNK. We conclude that in the majority of congenital
polycythemia cases the causative defect remains to be
elucidated. We propose thatin addition to possible new
targets in EPOR/JAK2 or HIF signaling pathway, some
of the patients may harbor a predisposing mutation/
polymorphism and the full disease phenotype develops
as a result of interaction with some other congenital
or acquired lesion.
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P52/2987. ZAVISLOST UCINNOSTI
NIiZKOMOLEKULARNIHO HEPARINU
(STANOVENE TESTEM ANTI XA) NA HLADINE
ANTITROMBINU - KAZUISTIKA GRAVIDNI
PACIENTKY S DEFICITEM ANTITROMBINU
Prochiazkova J., Slavik L., Ulehlova J., Palova M.,
Hlusi A. (HOK LF a EN, Olomouc)

24-leta pacientka se poprvé dostavila na nase pra-
covisté v 8. tydnu 3. gravidity (pfedchozi 2 téhotenstvi
skoncila spontannim abortem). V anamnéze dale 1é-
cend hypertenze a ischemicka cévni mozkova ptihoda
pfed 2 lety, tehdy v ramci celkového vySetfeni zjis-
tén deficit antitrombinu s kauzalni mutaci c.2759c-
-t v homozygotnim stavu. Hladina antitrombinu se
pohybovala mezi 20-30%. Pacientka byla 1écend LMWH
v profylaktické davce (vyssi nebyla mozna z divodu gy-
nekologického krvaceni) v kombinaci s ASA. Na zacatku
II. trimestru doslo k recidivé CMP - s expresivni afazii
a pravostrannou hemiparézou s nalezem ischémie
v povodi ACM vlevo (dle MRI). Trombolyticka terapie
nebyla indikovana pro nesouhlas pacientky. Pfi terapii
1écebnou davkou LMWH a substituci antitrombinu
doslo k rychlé upravé hybnosti, pfetrvavala mirna
expresivni afazie. Pacientka prevedena na warfarin,
na kterém stabilizovana az do 29. tydne gravidity, kdy
doslo k rozvoji preeklampsie. Pro nutnost predcasné-
ho ukonceni gravidity pfevedena na lééebnou davku
LMWH se substituci antitrombinu. Pfi antihyperten-
zivni a symptomatické terapii doslo ke stabilizaci stavu,
gynekology rozhodnuto o odloZeni porodu pro nezralost
plodu. Ve 30. tydnu doslo k intrauterinnimu amrti
plodu. Po porodu byla opét zavedena antikoagulacni
terapie warfarinem, kterd pokracuje dosud. Pacientka
je bez neurologického deficitu. Graf znazornuje zavis-
lost hladiny anti Xa na hladiné antitrombinu (méfeni
byla provadéna pred a po substituci antitrombinu ve
stejném casovém odstupu od podani LMWH). Nase
pozorovani potvrzuje vyznam antitrombinu jako ko-
faktoru nizkomolekularnich hepariné a podporuje nut-
nost substituce antitrombinu v terapii trombotickych
komplikaci pfi jeho nedostatku.

P53/2928. DIAGNOSTIKA VON
WILLEBRANDOVY CHOROBY

NA UKBH FN PLZEN

Korelusova I., HajSmanova Z., Slechtova J.,
Svajcrova J., Petrmichlova D. (EN Plzeii, UKBH, Plzeii)

Von Willebrandova choroba (vWch) je nejcastéjsi
vrozené krvacivé onemocnéni. Pri¢inou je nedostatek
nebo funkéni defekt von Willebrandova faktoru (VWE).
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Disledkem je sniZena koagulacni aktivita FVIII a poru-
Sena adhezivni funkce desticek. Klinické projevy zavisi
na tizi strukturalniho nebo kvantitativniho defektu
VWE. Typické je krvaceni ze sliznic, zejména z nosu
a dasni, kozni krvaceni ¢i protrahované krvaceni po
poranéni. vWch se dle klasifikace z roku 2006 déli na
3 typy. Typ 1 a 3 je kvantitativni deficit vWF, u typu
1 se jedna o parcialni, u typu 3 o uplny nedostatek
VWE, pficemz struktura a funkce vVWF jsou u typu 1
normalni. Typ 2 je definovan jako kvalitativni ¢ili
strukturalni defekt vWF provazeny poruchou funkce
zejména vysokomolekularnich multimer. U typu 2
rozliSujeme na zakladé analyzy struktury multimert
jesté nékolik subtypli. Zcela jednoznacnou diagnosti-
ku vWch umoznuje molekuldrné genetické vysetfeni.
Panel diagnostickych testli vWch na nasem pracovisti
zahrnuje testy screeningové (krevni obraz, krvacivost
metodou Simplate, aPTT), zakladni (FVIII:C, VWF:Ag,
funkcni testy vWF:RCo, VWFE:CB) a specifické (prova-
dime RIPA - ristocetinem indukovana agregace des-
ticek). Na zakladé vypoctu diskrimina¢niho poméru,
ktery hodnoti funkci vci hladiné vWF, jsme schopni
rozlisit kvantitativni a kvalitativni poruchu vWEF (typ
1a 3 od typu 2). Vysoce specifické diagnostické testy
neprovadime rutinné, vzorky zasilame na specializo-
vana pracovisté. V lednu 2015 jsme do vySetfovaciho
panelu pridali dalsi funk¢ni test - test vazebné kapa-
city kolagenu (VWF:CB, vyrobce Corgenix). VWF:CB se
provadi ELISA kitem REAADS Collagen Binding Assay
Test Kit (96 well kit), kdy kolagen pokryva povrch
jamky mikrotitra¢ni desti¢ky. Referencni plazma
a kontrolni plazmy jsou soucasti kitu. Vysledné hod-
noty vWF:CB v % se odecitaji z nastavené kalibra¢ni

ktivky pfi vinové délce 450 nm proti referenénimu
filtru 650 nm na fotometru Reader 530 (Athos Labtec
Instrument GmbH Rakousko). Vyrobce kitu doporucu-
je zaroven i stanoveni antigenu vVWF (VWF:Ag), které
jsme respektovali. Stanoveni bylo provadéno ELISA
kitem - REAADS VON WILLEBRAND FACTOR ANTICEN
KIT ELISA (96 wells) - v jamkach mikrotitracni des-
ticky je navazana specificka protilatka anti-human
VWE. Referencni plazma ke kalibraci je soucasti kitu.
Vysledné hodnoty VWF:Ag v % byly odeCteny z nastave-
né kalibra¢ni krivky pfi vinové délce 450 nm proti re-
ferencnimu filtru 650 nm rovnéz na fotometru Reader
530. Spravna kalibrace vWF:CB, VWF:Ag byla ovéfena
kontrolnim materidlem Control N a Control P (firma
Siemens), nameétené hodnoty vVWF:Ag a vVWF:CB byly
v povolenych referen¢nich mezich. Od ledna 2015 do
bfezna 2016 jsme vySetfili vzorky plazmy kontrolni
skupiny (20 zdravych dobrovolnikdl - muzi, Zeny) a 112
pacientd s jiz znamou diagnézou vWch, s poruchami
koagulace a krvacivymi stavy. K vyhodnoceni jsme
pouzili vypocet diskrimina¢niho pomeéru R (tj. pomér
VWF:CB/VWF:Ag). U zdravych lidi je R=1,u pacientti
s vWch typu 1je R v rozmezi 0,5-1,0, u pacientd s ty-
pem 2 vWch je R< 0,5. V pfipadé vysledkd kontrolni
skupiny se R pohybovalo v rozmezi1,0-1,3. U pacientli
s diagnostikovanou vWch byl pomér R od 0,1-1,3; u pa-
cientd s krvacivymi stavy, resp. poruchou koagulace
od 0,4-1,6. U pacientti s R< 0,5 byla provedena dalsi
vySetfeni na specializovaném pracovisti k upfesnéni
diagnézy, napt. ptimé vySetfeni struktury velkych
multimeri. Metodika vySe uvedenych ELISA testli
byla zvladnuta, od ledna 2016 jsou standardni soucasti
vySetfovaciho panelu vWch.

PODPURNA PECE

P54/2937. PRIMARNI ANTIMYKOTICKA
PROFYLAXE MICAFUNGINEM, V DAVCE

50 MG NA DEN, U DOSPELYCH PACIENTU
BEHEM INDUKCNIi CHEMOTERAPIE

AKUTNIi LYMFOBLASTICKE LEUKEMIE

(ALL): HODNOCENI Z POHLEDU

BEZNE KLINICKE PRAXE

Kabut T., Folber F., Silek C., Prochizkova
J., Rolencova M., Kocmanova I.,, Kouba M.,
Weinbergerova B., Cetkovsky P., Mayer J., RaAcil
Z. (Interni hematologickd a onkologickd Klinika Fakultni
nemocnice, Brno; Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha; Oddéleni klinické mikrobiologie FN, Brno)

Uvod: Invazivni mykotické infekce (IFI) béhem 1é¢by
akutnich leukémii byvaji spojeny s vysokou morbiditou
amortalitou. Zatimco u pacientil intenzivné lé¢enych
s akutni myeloidni leukémii je primarni antimykoticka
profylaxe (PAP), pfedevs§im posakonazolem, zavedenou
praxi, standardizované postupy PAP u pacienti s ALL
chybi. Hlavni problém predstavuje zejména riziko in-
terakci azolovych antimykotik, G¢innych proti vlakni-
tym houbam, s cytostatiky pouzivanymi v rdmci in-
tenzivni 1é¢by ALL. Volba vhodné PAP u pacientfi s ALL
je proto slozita, pficemz v mnoha pripadech pacienti
pak zlistavaji bez dostatecné ochrany proti vlaknitym
houbam. Cil: Hodnoceni efektivity a bezpe¢nosti PAP
micafunginem (50 mg/den) béhem indukéni 1é¢by do-
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