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Mili ¢itatelia,

cely svet zije pandémiou ochorenia COVID-19. Je to, prirodzene,

aj preto, ze vSetci madme Uplne aktudlne a vo vSeobecnosti najma
negativne skdsenosti s touto pandémiou. Prakticky kazdému z nas
pandémia v nejakej podobe strpcuje Zivot, ¢i uz priamo prostrednic-
tvom vyskytu ochorenia v rodine, alebo nepriamo prostrednictvom
dosahu opatreni, ktoré maju Sirenie pandémie obmedzit, v idedlnom
pripade Uplne zastavit. Na druhej strane ndm umoznila v niektorych
oblastiach predtym bezprecedentny rozmach, ¢i zistit viac o sebe,
svojom okoli, ako aj o tom, ako si s takymto stavom vieme poradit
nielen individualne, ale aj ako spoloc¢nost, resp. stat. Do velkej miery
sme mali moznost byt konfrontovani s tym, aky velky vplyv ma zmena
na urovni jednotlivca na to, ako sa pandemicka situacia vyvija v celej
krajine. V tomto smere mdzeme ndjst mnozstvo pozitivnych prikladov,
jednym z najviditelnejsich je komunikacia voci verejnosti zo strany nasej
prezidentky vychadzajlca z argumentécie ,zaloZzenej na dékazoch”,
ako aj mnoZstvo negativnych prikladov, kde sa asi vietci zhodneme,
Ze jednym z najviditelnejsich je maligna komunikacia zo strany uz
aktualne byvalej vlady vychadzajlca z argumentacie ,zaloZzenej na
naladach a eméciach”. Ako to vsak vo vieobecnosti byva, ak chceme
nieco na situécii zmenit, musime zacat od seba, a to plati opat na
réznych Urovniach - jednotlivec, komunita, spolo¢nost, krajina.

V kontexte sveta laboratérnej diagnostiky, v ktorom fungujeme
profesionalne a ktorej neoddelitelnou sticastou je spolo¢nost Medirex,
je mozné odprezentovat celt Skadlu moznosti, ako na vzniknutu situéciu
dokdzeme zareagovat tak, aby sme aj my vietci mohli byt pozitivnym
prikladom ,ako na to”. Ak by sme mali za¢at na trovni jednotlivca,

tak skvelym prikladom je nasadenie konkrétnych zamestnancov nasej
firmy, ktori boli ochotni pracovat na zlepseni procesov ako na Grovni
administrativy, tak aj na Grovni laboratérnych ¢innosti, ked napriek réz-
nym problémom svojou individuainou aktivitou, vysoko prekracujdcou
rdmec beznych pracovnych povinnosti, zabezpecili vSetko potrebné
materialne vybavenie pre laboratéria (napriek vaznym problémom

s jeho dostupnostou na celosvetovej Urovni) a umoznili exponencialny
narast kapacity spracovanych vzoriek v ramci diagnostiky (pracou

v trojzmennom rezime s plnym nasadenim aj v ¢ase inak volnych
vikendovych dni ¢i pocas sviatkov).

Ako komunita (laboratérnych a vedeckych Specialistov) sme vyznam-
nou mierou prispeli k priebeznému monitoringu stavu pandémie
prostrednictvom realizacie rutinnej diagnostiky vo velkokapacitnych
laboratériach, ktoré v nasich prevadzkach v Bratislave, KoSiciach

a v Nitre vznikli $pecialne na tento Ucel. Prave postupnym, no zaroven
skokovym zvySovanim kapacity tychto COVID-19 diagnostickych labora-
térii bolo mozné zabezpecit nevyhnutné kapacity s pdsobnostou na
Urovni celej krajiny, pricom podiel realizovanych testov na vsetkych na
Slovensku realizovanych diagnostickych RT-gPCR testoch predstavuje
az 30 %. Takéto vysoké ¢islo bolo mozné dosiahnut vdaka optimalizacii
laboratérnych procesov a vyberu prakticky ¢o najefektivnejsich

a kvalitativne ¢o najlepsich komponentov pouzitych v rdmci rutinnej
diagnostiky vyuzivajicej metédu RT-gPCR.

Zaroven sme vdaka tizkej spolupraci vedeckych pracovnikov dokézali
potvrdit vysoké zastlpenie rizikovejsieho ,britského” variantu prostred-
nictvom masivneho paralelného sekvenovania pozitivne testovanych
vzoriek. V tomto pripade viak informacia bola pre obmedzenu dostup-
nost potrebnej infrastruktiry ziskana neskér, ako by bolo Ziaduce, ¢o
sa nepriamo odzrkadlilo na naraste infikovanych a hospitalizovanych

v januéri a vo februari, ked na Slovensku vrcholila druha vina pandémie

EDITORIAL

s extrémne nepriaznivymi dosahmi na kritickej Urovni obmedzujlcej
poskytovanie inak bezne dostupnej lekarskej starostlivosti na vietkych
Grovniach. Jednym z kli€ovych nastrojov na zmiernenie priebehu, resp.
skoré ukoncenie pandémie je ockovanie, ktoré uz ¢ast nasich zamest-
nancov prichddzajlcich do bezprostredného kontaktu s infekénymi
vzorkami, absolvovala ako sucast kritickej Statnej infrastruktdry. Mnohf
z nich sa vdaka zapojeniu do Studie realizovanej v nasich laboratériach
a zameranej na monitoring imunitnej odpovede podielaji na ziskani
pre spoloc¢nost velmi potrebnych informacii, ktoré budd vyuzité pri
hodnoteni Uspesnosti vakcinacie s dosahom na nastavenie vakcinacnej
stratégie na narodnej, potenciélne aj na medzinarodnej trovni.

V nadvéznosti na prebiehajuce Studie asociované s aktualnou
pandémiou s aplikaciou ziskanych poznatkov aj na pripadné dalsie
ohrozenie podobného charakteru sa v ramci vedeckovyskumnych
projektov MEDIREX GROUP ACADEMY realizuje vyskum zamerany
na skoré zachytenie novych potencialne pandemickych patogénov,
zabezpecenie prakticky neobmedzenych zasob kltuc¢ovych kompo-
nentov pre rutinnu diagnostiku, identifikaciu novych biomarkerov
pre personalizovany klinicky manazment os6b s vysokym rizikom
zavaznych prejavov akutnych respiraénych ochoreni, medzi ktoré patri
aj COVID-19. Prave rozsahom a intenzitou méze nebyvaly vedecky zau-
jem v buducnosti priniest nové poznatky, ktoré ndm umoznia zvladnut
rychlejsie a efektivnejsie ak uz nie tuto pandémiu, tak tu dalsiu.

RNDr. Gabriel Minarik, PhD.

manaZzér rozvoja genetiky
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/Zavedenie a vyvoj
molekulového testovania
SARS-CoV-2 v (prostredi)
Medirex, a.s. - retrospektivny
a prospektivny pohlad

Podobne zasadnym sposobom, akym
pandémia COVID-19 zasiahla do fungova-
nia spolo¢nosti, sa extrémne urgentné po-
ziadavky na rychlu identifikaciu pozitivnych
pripadov podpisali aj na naSom pracovnom
- laboratérnom zivote. Prakticky zo dna

na den bolo potrebné vyriesit mnozstvo
administrativnych, logistickych, technickych,
procesnych a personélnych problémov so
zémerom dosiahnut ¢o najefektivnejsie, no
zaroven Co najkvalitnejsie rieSenia.

Nase dlhoro¢né skisenosti a laboratérne
kapacity spolu s moznostou paralelného
rieSenia vznikajucich problémov a otazok
davali dobry predpoklad na to, Zze podobne
ako v ostatnych odvetviach laboratérnej
mediciny sa aj v tejto oblasti bude méct
potreba rozsiahleho a expresného
testovania opriet o nasu spolo¢nost. Jednou
z oblasti, ktoré si vyzadovali okamzitd
pozornost, bolo zavedenie a optimalizéacia
nevyhnutnych laboratérnych postupov

a procesov pre detekciu SARS-CoV-2 virusu
v biologickych vzorkach. Na tento tcel

sme sa v laboratériach v relativne kratkom
¢ase museli intenzivne zaoberat vyberom,
zavedenim a optimalizaciou protokolov
pre extrakciu nukleovych kyselin (RNA)

a naslednt RT-qPCR metddu, ktora sa
celosvetovo etablovala ako prislusny ,zlaty
Standard”. Preto sme nielen v prvej faze
zavadzania rutinného testovania, ale aj
priebezne testovali, zlepSovali, rozsirovali,
zrychlovali, doplfiali v danom ¢ase pouziva-
né laboratérne riesenia. V pripade blizSieho
Specifikovania zefektiviiovania procesov by
sme mohli cielene uviest mnohé priklady,

z ktorych vyber je prezentovany dalej.

Zaroven je nasim vSeobecnym zaujmom
nielen testovat a implementovat komercne
dostupné riesenia, ale ziskané know-how
sa snazime dalej vyuZivat aj na dalSie
zefektiviiovanie laboratérnych procesov

a tiez pre biomedicinsky vyskum, ktory sa
realizuje predovsetkym prostrednictvom
partnerskej organizacie MEDIREX GROUP
ACADEMY (MGA).

Extrakcia nukleovych kyselin (RNA)

Vzhladom na prvy krok spracovania pri-
marnych klinickych vzoriek, teda extrakciu
RNA, sme sa v laboratériach venovali
testovaniu réznych pristupov spracovania
vzoriek. Postupne sa v laboratériach preslo
z pouzivania ,kolénkovych” extrakénych
kitov, ktoré mali vysoké naroky na manuélne
spracovanie vzoriek (individualne spraco-
vanie vzoriek), na extrakéné kity zalozené
na extrakcii prostrednictvom magnetickych
partikdl (individuélne aj platnickové
spracovanie vzoriek). Takyto prechod bol
nevyhnutny z dévodu zvySovania vykonu
laboratérii predovsetkym preto, Ze pouZitie
magnetickych partikdl umoznuje vyrazne
zjednodusit zavedenie automatizacie. Vdaka
automatizacii sa na jednej strane zrychli cely
proces, na druhej strane sa tak minimalizuje
moznost individualnej chyby vnesenej
personalom, ¢o v pripade vydania nesprav-
neho vysledku, ¢i uz falosne pozitivneho
(zbytoéna karanténa jednotlivca), alebo
falosne negativneho (neziaduce Sirenie
ochorenia prostrednictvom neidentifikova-
ného infekéného jedinca), vedie k vyznam-
nému zasahu do Zivota nielen na trovni
jednotlivca, ale aj jeho Sirokého okolia. Pri

VYPRACOVALI
RNDr. Gabriel Mindarik, PhD.
MEDIREX GROUP ACADEMY n.o.

RNDr. Renata Lukackova, PhD.
oddelenie lekarskej genetiky
Medirex, a.s.

porovnavani roznych komerc¢ne dostupnych
rieSeni sme v prvom kole pracovali so

4 kitmi, pricom porovnanie sa v Gvode
realizovalo prostrednictvom manuélneho
spracovania vzoriek. Sumarizécia vysledkov
porovnania je uvedena v tab. 1.

Tab. 1: Viyhodnotenie porovnania efektivity
extrakcie nukleovych kyselin pri manudlinom
spracovani vzoriek, ,najlepsie” riesenie z pohladu
senzitivity je uvedené na prvom mieste

Poradie Kit Median C*
MagMAX Viral/
L Pathogen Kit 28,48
SeraSil-Mag
2. Virus/Pathogen 29,82
Kit**
LifeRiver RNA
3. Isolation Kit 30,36
(Paramagnetic)
Hui He et al.
4. (2017)*** 30,90

* Medidn C., - relativna hodnota vyjadrujica
wtaZok extrakcie RNA (niZsia hodnota = vyssi
wytazok).

** \Wrobca neskér zmenil ndzov kitu na
SeraXtracta Virus/Pathogen Kit (pozri tab. 2).
*** \/ laboratdriu zavedend nekomercnd metéda
vychddzajica z publikdcie He H, et al. (2017).
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Tab. 2: Vihodnotenie porovnania efektivity extrakcie nukleovych kyselin pri automatickom spracovani vzoriek,

najlepsie” riesenie z pohladu senzitivity je uvedené na prvom mieste

Poradie Kit Median C* Cas/plasty**
1. MagMax Viral/Pathogen Kit 27,25 27'/6
2. Zybio Nucleic Acid Extraction Kit 27,53 17/5
3. SeraXtracta Virus/Pathogen Kit 27,76 255
4, RNA Viral Prep 480 Kit 28,86*** 15'/6
5. Maxwell HT Viral TNA Kit 29,39 45'/6
6. BeaverBeads Viral DNA/RNA Kit 29,51 30'/6
7. RealBest UniMag Kit 31,04 60'/5
8. ViRNAtrap Extraction Kit 31,25 10'/5
9. innuPrep RNA Virus Plus Kit 31,51 50/7
10. GeneAid Magnetic Beads Virus DNA/RNA Kit 31,62 407

* Medidn C, - relativna hodnota vyjadrujica vytaZok extrakcie RNA (nizsia hodnota = vys$si vytazok).

** Cas/plasty - casovd ndrocnost protokolu v mindtach/spotreba plastového materidlu.

*** Protokol vyuZiva v porovnani s ostatnymi kitmi polovicny vstupny objem primdrnej vzorky, preto je
teoreticku hodnotu medidnu C, mozné upravit na 27,86.

V druhom kole bolo porovnanych 10 kitov,
ktoré vychadzali z komercénych rieseni a boli
testované v ramci zavadzania a testovania
automatizovanej extrakcie nukleovych
kyselin. Vysledky Studie porovnania
efektivity (rozsirenej o vykonnostny a eko-
nomicky rozmer - ¢as protokolu a spotreba
plastového materialu) extrakcie nukleovych
kyselin st sumarizované v tab. 2.

Na zaklade uvedenych vysledkov sa pri
rutinnom laboratérnom spracovani vzoriek
vyuzivaju predovsetkym kity, ktoré sa
umiestnili na poziciach 2 a 3, dévodom

je okrem lep3ej ekonomickej a ¢asovej
narocnosti aj ich dobra dostupnost na
lokélnom trhu. Je potrebné podotknut, ze

—
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kldcovy parameter (median C) reprezen-
tujdci relativnu senzitivitu sa medzi kitmi na
poziciach 1 - 4 prakticky nelisi.

V réamci testovania automatizacie boli

v laboratériach postupne testované

a rutinne zavedené tri rézne automatické
extrakéné platformy - MagnaPure od
spolo¢nosti Roche, KingFisher Flex od spo-
lo¢nosti ThermoFisher a Zybio EXM6000
od spolo¢nosti Zybio (a tiez Zybio
EXM3000 - menej vykonna platforma

s rovnakou $pecifikaciou od spoloc¢nosti
Zybio). V sucasnosti sa vzhladom na
celkovu efektivitu v rutinnych laboratériach
vyuzivaju platformy KingFisher Flex a Zybio
EXM6000 (pripadne Zybio EXM3000).

Spike (S)
a B -
._-_.\ J *I"L% Nukleokapsid (N)
G 4 A onal (]
R

#+—— Membrana (M)

:FT'-; -~
-__f-( 21"{-"& ssRNA

AAAAAAAAAA 3'
14 I
ORF10?
—_
E N
«— «—

Obr. 1: Schéma virusu a geném SARS-CoV-2, vyznacenie cielovych sekvencii pre primery a proby pre
multiplexnd RT-gPCR - Liferiver Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real Time Multiplex RT-PCR Kit.
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Detekcia virusovej RNA prostred-
nictvom RT-qPCR metédy

RT-gPCR - (Quantitative Real-Time Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction)
sa povazuje za ,zlaty $tandard” v diag-
nostike infekcie spésobujlcej ochorenie
COVID-19.

RT-gPCR je metéda vhodné na priamu
detekciu pritomnosti a kvantifikaciu
Specifického genetického materialu -
RNA - koronavirusu SARS-CoV-2. Tato
technika umozniuje analyzovat pritomnost
SARS-CoV-2 virusu v izolate z nasopha-
ryngeélneho vyteru, pripadne z inych
alternativnych odberov, ako st napriklad
sliny, kloktacie odberové stpravy alebo
vyter z rekta. Detekciu virusovej RNA mame
validovanu na vsetky spominané odbery.

Na genetickd detekciu SARS-CoV-2 bolo
vyvinutych niekol'ko stprav zalozenych na
RT-gPCR. Protokol odportc¢any Svetovou
zdravotnickou organizaciou bol vyvinuty
vo Virologickom Ustave univerzitnej kliniky
Charité v Berline (tzv. berlinsky protokol).
RT-gPCR zahfna reverznd transkripciu
SARS-CoV-2 RNA specifickych oblasti

do komplementarnych retazcov DNA
(cDNA), po ktorej bezprostredne nasleduje
ich PCR amplifikacia. Medzi virusovymi
gendmami stvisiacimi so SARS objavili tri
konzervativne oblasti: (1) gén RdRP (gén
pre polymerazu RNA v oblasti otvoreného
¢itacieho rdmca ORFlab), (2) gén E (gén
pre obalovy protein) a (3) gén N (gén pre
nukleokapsidovy protein). Test moze byt
navrhnuty ako dvojkrokovy systém, kde
jeden primer vSeobecne deteguje skupinu
koronavirusov vratane SARS-CoV-2 a druha
skupina primerov Specificky deteguje iba
SARS-CoV-2. Touto cestou sme sa vybrali
na zaciatku pandémie, ale pre ¢asovu
naroc¢nost sme zvolili cestu multiplexnej
analyzy (detekcia viacerych cielov v jednej
reakcii - jednom kroku) - na ilustréaciu,
ktoré gény su zahrnuté v analyze, je schéma
naobr. 1.

Vzhladom na zabezpecenie kvalitného
rieSenia pre RT-qPCR cast analyzy vzoriek
boli pri dodrzani stale platnych odporucani
prislusnych autorit v rezime testovania

a zavadzania do laboratérnej rutiny posu-
dzované viaceré komercne dostupné kity
v kombinécii s roznymi real-time PCR pri-
strojmi (Cobas Z480 - Roche, LightCycler
96 - Roche, ABI 7500 - ThermoFisher,
QuantStudio 5 - ThermoFisher). Pri
rozhodovani o rutinnom vyuZivani sa
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Obr. 2: Detekcia SARS-CoV-2 pozitivnych vzoriek na identickom stbore vzoriek. Testované boli parametre senzitivita, Specificita a podiel neinformativnych vysledkov

vizualizované po porovnani styroch réznych komeréne dostupnych RT-gPCR kitov (A - D). Cervenym podfarbenim st oznacené pozitivne, zelenym negativne,

oranZovym hranicne pozitivne a Zltym neinformativne vysledky. Kity st zlava doprava zoradené od najsenzitivnejSieho po najmenej senzitivny.
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Obr. 3: VWznamny rozdiel vo fluorescencii cielovej eseje (modré krivky) pri identifikdcii rovnakych SARS-CoV-2 pozitivnych vzoriek medzi dvomi porovndvanymi RT-gPCR
kitmi. Rozdiel je reprezentovany hodnotami RFU (Y-os) dosahujicimi v pripade prvého kitu (viavo) 3 000 000 RFU a v pripade druhého kitu (vpravo) 900 000 RFU.

zohladroval cely rad vykonnostnych para-
metrov ako senzitivita, Specificita, podiel
neinformativnych vysledkov multiplexing,
interna kontrola (aj v podobe housekeeping
génu), a tieZ za beznej situacie neocakéavane
aj dostupnost na lokdlnom trhu. Postupne
boli na zéklade vysledkov testovania

v rutinnych laboratériach pouzivané kity
Modular Wuhan CoV E-gene (Roche),
Modular Wuhan CoV RdRP-gene (Roche),
Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real

Time Multiplex RT-PCR Kit (Liferiver),

gb SARS-CoV-2 Multiplex EndoC (Generi
Biotech) a SARS-CoV-2 Nucleic Acid
Detection Kit (Zybio). Hodnotené rozdiely
v sledovanych vykonnostnych parametroch
medzi porovnéavanymi kitmi s pre detailnej-
Siu ilustraciu prezentované na obr. 2 - 4.

PCR metéda ma svoje limitacie, a to
napriklad v niektorych pripadoch

(skoré stadium infekcie, pripadne pacient
tesne pred vylie¢enim) mézu (z dévodov
nizkej koncentracie virusovych castic

v respira¢nom trakte) byt odobraté vzorky

diagnostikované ako faloSne negativne.
Problémy nastavaju pri nizkej hladine virusu
vo vzorke, ked je interpretacia vysledku sta-
zené v dosledku detekéného limitu metddy.
Je to v pripade, ked hodnota C, (threshold
cycle - hodnota prahového cyklu PCR, ked
exponencialne stipa amplifikacna krivka

a je mozné spolahlivo hodnotit pozitivny
vysledok) je viac ako 41, ¢o zodpoveda len
desiatkam az stovkédm viriénov vo vzorke.
Cim viac virusu je vo vzorke, tym skor je
zachyteny amplifikovany signal (detekcia
pri nizSej hodnote C). Podla usmernenia
MZ SR vydavame pozitivnemu pacientovi
C, hodnotu len £ génu. Tato hodnota ma
pomdct lekdrom zatriedit pacientov do
troch skupin s réznym rizikom infekénosti,
schematické zndzornenie je na obr. 5.

Avsak C hodnota je orientacny - relativny
Udaj, pokial sa na detekciu nepouziva kit

s endogénnou kontrolou (houskeeping
génom). Pre potreby normalizacie dat

sme zvalidovali SARS-CoV-2 Nucleic Acid
Detection Kit od spolo¢nosti Zybio, ktorého

sucastou je esej pre housekeeping gén,
pomocou ktorého je mozné normalizovat
variabilitu v mnozstve celkovej extrahovanej
RNA, vdaka ¢omu je mozné stanovit mnoz-
stvo virusovej RNA vyrazne presnejsie.

Stcastou analyz realizovanych v rutinnej
praxi bolo aj otestovanie relevantného
poctu vzoriek s cielom identifikacie

a stanovenia podielu ,britského” variantu
SARS-CoV-2 v nasej populacii. Viysledky

z druhej polovice februéara 2021 preukazali
vyssi ako 90 % podiel v pozitivne detegova-
nych pripadoch. Retrospektivnou analyzou
anonymizovanych vzoriek sme zistili, ze uz
v druhej polovici novembra 2020 bol podiel
tychto pripadov na trovni viac ako 20 %.
Zial, takto retrospektivne ziskana velmi
dolezité informacia uz nemohla ovplyvnit
vo februari sa zhorsujdcu pandemicku
situdciu na Slovensku s naslednymi
extrémne negativnymi dosahmi na Urovni
nemocni¢nej zdravotnej starostlivosti

a tiez vysoké pocty umrti na ochorenie
COVID-19.
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Obr. 4: Vizualizdcia multiplexnej detekcie SARS-CoV-2 RNA cielovych sekvencii (E gén, N gén, RdRP gén) a housekeeping endogénnej kontroly (GAPDH gén) v jednej

reakcii. Zlava doprava su prezentované vzorky s vysokym, so strednym, s nizkym podielom virusovej RNA a bez pritomnosti virusovej RNA v analyzovanej vzorke.

Vlastné know-how a buddci
vyskum a vyvoj

Kedze nie vsetky aspekty laboratérneho
testovania je mozné pokryt Standardnymi
postupmi optimalizacie, bolo potrebné

v ramci neustalych zmien suvisiacich

s extrémnym nérastom potrieb testovania
reagovat aj na nové problémy, resp.
poziadavky. V tejto nadvaznosti bolo hned
v Uvode nevyhnutné nastavit procesy

v laboratériach tak, aby bolo mozné denne
spracovat tisicky (potencialne infekénych)
klinickych vzoriek v laboratériach kategérie
BSL2.V case vzniku pandemicke;j situécie
boli takéto laboratéria na Slovensku
dostupné a rutinne vyuzivané len ojedinele
a ich denné kapacita zdaleka nedosaho-
vala potrebnt Groven. V rdmci Medirex,
a.s., preto expresne museli vzniknat

takéto laboratéria, a to aj vzhladom na ich
vyuzivanie vo vysokopriepustnom méode

v spojeni s automatizaciou kritickych krokov
v ramci spracovania vzoriek. V stvislosti

so zavedenim automatizacie bolo délezité
presunut, resp. rozsirit personalne kapacity
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laboratérif tak, aby v ¢ase najvyssieho vy-
uzivania RT-qPCR metdd v laboratériach
(aktuélne st tri v ramci Slovenska) bolo
mozné pracovat v troch zmenach prakticky
v ,24/7" pracovnom rezime pre zabezpe-
¢enie analyzy vetkych vzoriek, ktoré do
laboratéria boli dodané, do 48 hodin. Toto
sa podarilo dosiahnut s pomocou zapojenia
45 zamestnancov pracujucich v obdobf
najvacsieho dopytu po testovani v rdmci
laboratérnej Casti. Zaroven, a najma na
interné Ucely dalSich optimalizécii a zefek-
tiviiovania laboratérnych procesov neustéle
pokracovalo testovanie v rutinnej diagnosti-
ke vyuzivanych procesov, protokolov a kitov.
Toto dalSie zefektiviiovanie zahrfalo okrem
iného aj Upravu podmienok realizovanych
analyz, napr. skratenie protokolov a pracov-
nych cyklov, Upravu zloZenia kitov, Upravu
podmienok RT-qPCR.

V Uvodnej faze zavadzania SARS-CoV-2

detekénych metéd vychadzajlcich principi-
alne z RT-qgPCR metddy vznikol celosvetovy
problém s dostupnostou detekénych stuprav
a v tejto suvislosti bol v nasich laboratériach

pripraveny alternativny ,kit” vyskladany

z jednotlivych komponentoy, teda

z kategérie ,home made”. Tento ,kit"

a jeho efektivita bola testovana a z kvalita-
tivnej stranky bola dosiahnutd v tom case
pozadovana senzitivita umoznujica vo
vzorke detegovat limitné mnoZstvo virusovej
RNA na Grovni 100 képii/reakcia. Zavedeny
Jkit” vychadzal z uz vyssie spominaného
Jberlinskeho” protokolu. V nasich laboratér-
nych podmienkach bol zavedeny protokol

v multiplexnom vyhotoveni, vizualizacia
detekcie SARS-CoV-2 pozitivnych vzoriek
tymto ,kitom” je prezentovana na obr. 6.

Na Ucely dlhodobej archivacie vybranych
vzoriek pre vyuzitie v rdmci dalsich
vedeckovyskumnych projektov v biobanke
MGA bolo v rdmci minimalizacie zésahu do
rutinnej analyzy takychto vzoriek a zéaroven
zachovania pozadovanych kvalitativnych

a kvantitativnych charakteristik primarnych
vzoriek potrebné zaviest protokol umoz-
Aujuci ich aspon kratkodobu stabilizaciu.
V tejto suvislosti boli testované dva

rézne komerc¢ne dostupné stabilizacné
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P Cra2d? / CraB2A

Ile.nﬂ.lur

Wirusenrk mliod

NOVE V MEDIREX GROUP

WE e W N pene RS gorg [ i P gess

(modrd ciara) skér, teda mad niZsiu hodnotu C, a indikuje vo vzorke viac virusovej

RNA, ako je vo vzorkdch so Zltou a s Cervenou krivkou.

roztoky - DNA/RNA Shield od spolo¢nosti
Zymo Research a viRNAtrap Lysis Buffer
Concentrate od spolo¢nosti GeneSpector.
Vysledky pouzitia oboch stabiliza¢nych
roztokov preukazali znizenie hodno6t C

pri stabilizacii a krdtkodobom skladovani
(2-5dnipri 2 - 8°C) o hodnoty v rozpati
od 0,825 do 1,769, teda napriek pouZitiu
stabilizacného roztoku uz v kratkodobom
horizonte dochadza k znizeniu mnozstva
detegovatelnej virusovej RNA 1,6-nasobne
- 3,5-nasobne. V sticasnosti pokracuju testy
zamerané na dalSiu optimalizéciu stabili-
zacie a stanovenie maximalneho ¢asového
obdobia, v ktorom je mozné pozadovanu
Uroven stabilizacie priméarnych vzoriek
zabezpecit.

Sumar

Pandémia COVID-19 zasiahla do mnohych
oblasti mediciny a zdravotnej starostlivosti
na celom svete a jej vyvoj sa da len velmi
tazko predvidat. Situacia sa komplikuje tym,
Ze virus sa ako biologicky systém neustéle
vyvija a pri replikacii neustale vznikaju nové
mutdcie, ktoré sa v $pecifickej konstelacii
mdzu podpisat pod vznik novych variantov
(tzv. britsky, juhoafricky, brazilsky),

ktoré mézu mat navzajom odlisné prejavy
(infekénost, mortalita). Kltcova je preto
stéle v¢asné detekcia virusu SARS-CoV-2
pomocou diagnostickych metéd, medzi
ktorymi zlatym Standardom nadalej zostava
RT-gPCR metdda, ktora je vyrazne citlivejsia
ako antigénové testovanie a vdaka aktuélne
uz dobre vybudovanej infrastruktdre labora-
torif poskytuje nielen svoj vysoky diagnostic-
ky potencial, ale je aj vysoko spolahliva pri

monitorovani stavu ochorenia COVID-19.
Nami vyuzivana RT-qPCR stprava zachytava
aj doteraz objavené ,nové” varianty (britsky,
brazilsky a aj juhoafricky). Presné stano-
venie diagn6zy pomocou validovaného

kitu s vysokou senzitivitou a Specificitou

je rozhodujlce pre obmedzenie Sirenia
ochorenia COVID-19. Kit s nizkou
senzitivitou nedokéze zachytit infikovanych
jedincov pred nastupom ochorenia s nizkou
virusovou nélozou a tito jedinci su hrozbou
pre Sirenie nebezpecného virusu, preto je
nesmierne doélezité pracovat s najkvalitnej-
$im a najefektivnejsim PCR testom. Pocas
nasej validacie sme vybrali tie najlepsie kity,
¢i uz na izoléciu virusovej RNA a na jeho
samotnu detekciu pomocou RT-gPCR, cely
proces sme zefektivnili ziednodusenim,
automatizaciou, ¢asovym skratenim
laboratérnych procesov a personalnym

Obr. 6: Vizualizdcia analyzy SARS-CoV-2 pozitivnych vzoriek prostrednictvom
alternativneho ,home made” RT-gPCR kitu.

manazmentom. Vdaka tymto nastaveniam
dokazeme kvalitne spracovat denne tisicky
vzoriek. Moderna molekularna diagnostika
poskytuje zédkladné diagnostické rieSenie

a umoznuje vykonat velké mnozstvo testov
v primeranom ¢ase, a tak zabranit Sireniu
infekcie.
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SARS-CoV-2 - stanovenie
protilatok a interpretacia

sérologickych vysledkov

SARS-CoV-2 patri k 7 koronavirusom,
ktoré s patogénne pre ludi. Koronavirusy
su obalené, jednovldknové RNA virusy

s pozitivnou polaritou RNA. Maju 4 hlavné
Strukturalne proteiny - nukleokapsidovy
(N), spike (S), maly obalovy protein (E)

a membréanovy protein (M).

VYPRACOVALA

MUDr. Emilia Mikova
Medirex, a.s.

Nucleocapsid

Envelope

Spike glycoprotein (S) —

Membrane protein (M)

Small envelope protein (E)

Nucleocapsid protein (N)

Genomic +ssRNA

Obr. 1: Struktira koronavirusu (Bergmann CC and Silverman RH, 2020).
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Protein S méa dve podjednotky, S1 zabezpe-
Cuje prichytenie k hostitelskej bunke a S2
fuziu s bunkovou membrénou pri vstupe
virusu do bunky. M protein tvori podstatnd
Cast virusovej membrany. N protein je
naviazany na geném virusu. E protein je
najmensi protein virusu. M, N a E proteiny

Cleveiand
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sa podielaju na replikécii virusu. (Sakr MM,
etal., 2021)

Po strete ¢loveka s virusom sa rozvija
komplexna imunitna odpoved. V rdmci
Specifickej imunitnej reakcie dochadza

k tvorbe protilatok, avsak v boji s virusmi sa
vo vacsej miere uplatiuju zlozky bunkovej
imunity. Protilatky su latky bielkovinovej
povahy, ktoré vyznamne prispievaju

k boju s virusmi. Viazu sa na ich struktirne
sUcasti - antigény a v sucinnosti s dalsimi
zlozkami imunitného systému sa podielaju
na eliminacii pévodcov infekcie z organiz-
mu. RozliSujeme 5 tried protilatok - IgM,
IgA, 1gG, IgE a IgD. Do interakcie ¢loveka

s virusom sa zapajaju predovsetkym
protilatky triedy IgM, 1gA a IgG. Protilatky
triedy IgM su protilatky akutnej fazy
infekcie. IgA sa uplatriiuju predovsetkym

v ramci slizni¢nej imunity. 1gG patria

k hlavnym imunoglobulinom, ktoré vznikaju
v neskorsej faze imunitnej reakcie, a najma
pocas sekundarnej imunitnej reakcie.
Tvoria az 75 % celkovych imunoglobulinov.
(Buc M, 2009)

SARS-CoV-2 vyvolava tvorbu protilatok

u vacsiny infikovanych ludi. U symptomatic-
kych jedincov bola v ramci studii priemerna
tvorba IgM protilatok 4 - 14 dni a IgG 10 az
15 dni od zaciatku ochorenia. IgA protilatky
sa merali v menSom mnozstve $tu-

dii a priemer sérokonverzie bol u vacsiny
od 4 do 11 dni od zaciatku priznakov. IgM
dosiahli vrchol v priebehu 2 - 5 tyzdnov

a klesali dalSich 3 - 5 tyzdriov. IgG dosiahli
vrchol medzi 3. az 7. tyzdriom a pretrvavali
minimalne 8 tyzdriov. (Post N, et al., 2020)
Napriek relativne skorému néastupu

tvorby protilatok maju sérologické testy
vykonavané 2 tyzdne po vzniku priznakov
vy$Siu diagnostickl presnost v porovnani

s testami vykonanymi skor. (Chen M, et. al.,
2021)

Protilatky vznikaju v réznej miere proti
jednotlivym komponentom SARS-CoV-2.
Sérologické testy st zamerané
predovsetkym na detekciou protilatok
proti S proteinu a N proteinu. Stanovenie
anti-N protilatok mé vyznam predovsetkym
u ludi, ktori ochorenie prekonali. Protilatky
proti S proteinu vznikajd ako po prekonani,
tak aj po o¢kovani dostupnymi vakcinami.
Pritomnost Specifickych protilatok

dokéaze stanovit vacsina sérologickych
metdd. V rdmci diagnostiky protilatok

proti SARS-CoV-2 sa v laboratériach bezne
vyuZivaju metddy enzymova imunoanalyza
(ELISA), chemiluminiscen¢né imunoanalyza

(CMIA/CLIA) a elektrochemiluminiscenéna
imunoanalyza (eCLIA), ktoré zachytavaju
protilatky proti N proteinu a S proteinu
virusu samostatne, alebo spolu v rdmci
jedného testu. Mnohé testy zaroven
umoZnuju aj kvantitativny dokaz protilatok.

Na potvrdenie akutnej infekcie maju

svoju nezastupitelnd tlohu prave
molekularno-biologické metddy, ktoré
deteguju pritomnost RNA SARS-CoV-2.
Priamy dokaz SARS-CoV-2 metédou PCR
je vhodny na zaciatku klinickych priznakov,
respektive na 6smy den karantény po
kontakte so SARS- CoV-2 pozitivnou
osobou. Detekcia protilatok zohréava svoju
Ulohu v neskorsej faze infekcie, respektive
po prekonani ochorenia. Optiméalne
nacasovanie odberu je po 2 tyzdrnoch od
vzniku priznakov, pripadne kedykolvek po
prekonani ochorenia v rdmci diagnostiky
postkovidového syndrému. Aktudine pouzi-
vané vakciny obsahuju genetickd infor-
maciu na vznik S proteinu. Po oc¢kovani je
teda mozné stanovovat hladinu protilatok
proti S proteinu. PIn& ochrana je dosiah-
nuté dva tyzdne po podani druhej davky
ockovacej latky. Nie je vSak definovana
minimalna protektivna hladina protilatok,
po dosiahnuti ktorej by protilatky zabranili
infekcii, respektive ochoreniu. Stanovenie
protilatok po ockovani mé iba informativnu
hodnotu o ich pritomnosti. Ako sme uz
spomenuli, na komplexnej protivirusovej
imunitnej odpovedi maju vyznamnu Ulohu
zlozky bunkovej imunity, ktoré sa viak po
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ockovani, respektive po prekonani rutinne
nestanovuju.

Interpretacia sérologickych vysledkov je
komplexna. Vzdy zohladnuje vysledky

z predchadzajlcich odberov vratane

PCR a dostupné anamnestické tdaje. Pri
hrani¢nom alebo pozitivnom zachyteni

v triede protilatok IgA alebo IgM ide
pravdepodobne o akutnu infekciu, resp.
nedavnu infekciu, a preto sa odporuca
doplnenie PCR testu na dokaz SARS-CoV-2
RNA. Pozitivne zachytenie vsetkych troch
tried, respektive triedy IgM a IgG mdze
znamenat nedavnu infekciu. Protilatky
triedy IgG sa zacinaju tvorit priblizne po
14. dni, avSak tvorba méze byt posunuta aj
o pér dni skér, pripadne neskdr. Hranicné
hodnoty IgG alebo hodnoty tesne nad
hranicou pozitivity mézu byt spésobené
cerstvou tvorbou protilatok, a preto je
rovnako vhodné doplnenie testu o PCR.
Pozitivne 1gG protilatky pri negativnom
teste PCR, respektive opakovane pozitivne
1gG protilatky s odstupom 2 tyzdrnov
znadia prekonant infekciu. Z hodnoty IgG
protilatok sa v8ak neda jednoznacne urcit,
kedy doslo k prekonaniu.

Stanovenie protildtok méa jednoznacny pri-
nos v diagnostike SARS-CoV-2 v neskorsich
fazach infekcie, pri pretrvavani podozrenia
na ochorenie a negativnom vysledku PCR,
na epidemiologické studie na tcely zistenia
stavu populécie a v ramci diagnostiky
postkovidového syndrému.
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Co vietko treba zabezpedit,
aby testovanie na mobilnom
odberovom mieste

bezchybne fungovalo?

Priprava mobilnych odberovych miest v suvislosti s testovanim na
ochorenie COVID-19 si vyZaduje déslednu organizaciu, za ktorou sa
skryva zohraty tim kolegov. Zo svojich skusenosti prezradili, v ¢om spociva
priprava a objednavanie osobnych ochrannych pracovnych prostriedkov
(OOPP), ako prebieha tla¢ ziadaniek a balenie odberovych setov ¢i aky je
postup pri planovani personalu do odberovych timov.

Priprava a objednavanie

OOPP v stovkach kusov

K testovaniu metédou RT-PCR na
mobilnych odberovych miestach (MOM)
bezodkladne patri pouzivanie osobnych
ochrannych pracovnych prostriedkov. Bez
nich by boli personal aj klienti vystaveni
riziku ndkazy. V sucasnosti je zriadenych
18 mobilnych odberovych miest, pre ktoré
je potrebné zabezpecit tyzdenne stovky
kusov OOPP. ,Pri objedndvke vychddzame
predovsetkym z predpokladaného poctu
pacientov na jednotlivych odberovych
miestach. Mimoriadne ndm vsak pomdha

predplanovanie persondlu z dévodu vyberu

rozli¢nych velkosti oblekov ¢i rézneho

stupria ochrany na jednotlivych poziciach,”

uvadza Samuel Zuzi&, referent OOPP.
Medzi Standardné ochranné pracovné

pomocky patria overaly, rukavice, ochranné
stity, respiratory FFP3 a FFP2, rdska, gumaky

¢i okuliare. V8etky zo spominanych slizia
na jednorazové pouzitie okrem gumakov
a ochrannych stitov, ktoré po kazdom
pouziti smeruju pod UV Ziari¢e na rychlu
dezinfekciu.

V pripade vyjazdov do firiem st planovanie

a priprava OOPP o cosi naroc¢nejsie. ,Na
mieste odberu musime vytvorit docasné
mobilné miesto so vsetkym, ¢o k odberom
patri. Nesmieme zabudat na drobnosti,
ktoré su inak bezne k dispozicii na
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nasich odberovych miestach,” upozorfiuje
Mgr. Dominika Pavlov¢inova, manazérka
covidového timu. Z prostriedkov ide najmé
o dezinfekciu, stojan na odberové média,
vrece, odpadovu nadobu, drevené palicky ¢i
napriklad aj papierovu pasku na zalepenie
Skatul. Z pomécok pre pacientov nemozno
zabudnut na servitky, vinéené obrusky,
jednorazové rukavice ¢i perd. Mysliet treba
skuto¢ne na kazdy detail. ,Pocas odberov

v skorych rannych a noc¢nych hodindch sa
stala celovka nevyhnutnou vybavou pre
zdravotnika vykondvajiceho odber. Aj na
takéto situdcie sme museli byt pripraveni,”
spomina S. Zuzi¢.

Tlac¢ Ziadaniek nie je veda, ale

vyzaduje si koncentraciu

Podobny postup ako v predchadzajicom
kroku je aj v pripade tlace Ziadaniek

MEDIREX




a balenia testovacich suprav. Najskor je
potrebné odhadnut pocet pacientov na
dané obdobie a na zaklade tohto odhadu sa
zrealizuje objednavka na pracovné pomaocky
az po samotné Cisté ziadanky ¢i tonery do
tlaciarnt.

Tla¢ ziadaniek sa vykonava plosne

pre vsetky odberové miesta Medirex
vratane partnerskych miest. V suc¢asnosti
sa denne vytlaci priblizne 1 000 ziadaniek
v Centralnom laboratériu v Bratislave

a zhruba o polovicu menej v Centrdlnom
laboratériu v Kosiciach. V priemere sa vSak
za celé obdobie denne vytlaci okolo 2 000
Ziadaniek v Bratislave a v Kosiciach sa
pohybuje denna hranica priblizne na Grovni
700 - 1 000 kusov.

Podla slov manazérky covidového timu

Mgr. Dominiky Pavlovcinovej nie je sice tla¢
Ziadaniek Ziadne ,Stiepenie atému”, ale je to
velmi zodpovedna préca, ktord je ndro¢na
na sustredenie. Kazda Ziadanka musi byt
vytlacena absolutne Citatelne a spravne.
Pocas svojej prace musim ddvat pozor
hned'na niekolko veci. Jednak kontrolujem
stav tonera v tlaciarni a zdroveri dohliadam
na to, aby bola Ziadanka zretelnd, Citatelnd
a so spravne nacitanym kédom. Okrem
toho je velmi délezité, aby boli absolttne
presne, sprdvne a Citatelne oznacené kody
zo spodnej Casti Ziadanky, ktoré sa pri
odbere lepia na odobrany materidl klienta.
Kazdd moju prva Ziadanku dbkladne kon-
trolujem, ci splfia tieto kritérid a aZ potom
pokracujem v dalsej prdci,” vymentva
RNDr. Méria Ragulovéa z Centréalneho prijmu
v Bratislave.

V kosSickom centralnom laboratériu sa tlaci
Ziadaniek a priprave odberovych setov
venuje skupina zdravotnickych laborantov.
Spolocne tlacime a kontrolujeme

vsetky Ziadanky podla aktudlneho rozpisu.
Pochybit nesmieme pri nacitavani kédu

na Ziadanke,” vysvetluje zdravotnicka
laborantka Lea Fedirkové z Centralneho
laboratéria v Kosiciach. Okrem tlace
pripravuju odberové stpravy, ktoré so
vsetkymi potrebnymi nélezitostami vkladaju
do skatul. Tie, samozrejme, oznacuju podla
jednotlivych odberovych miest, pre ktoré st
urcené.

Situécia sa v sucasnosti stabilizuje

a pocty vykonanych PCR testov postupne
klesaju. Sposob préce sa vsak od zékladu
zmenil, ked sa pandemicka situacia zacala
pocas druhej viny zhorSovat. ,Na zaciatku
pandémie sme pracovali 2 - 3 hodiny

DOBRE VEDIET

Nasi kolegovia pocas priprav odberovych setov a tlace Ziadaniek.

denne, neskér zacala prdca narastat. Velmi
rada spominam na deri, ked'sme pocas
prvého celoplo$ného testovania intenzivne
pracovali bez prestavky aj 10 hodin. Bolo

to ndrocné a hektické, ale vdaka skvelej
organizacii sme odviedli obrovské mnoZstvo
kvalitnej prdce,” spomina M. Ragulova.

Pocas vecernych hodin strédvenych pri
tlaci ziadaniek zacali postupne vznikat aj
priatelstva. ,Vdaka tejto praci sme mali
moZznost bliZSie sa spoznat s ostatnymi
kolegyriami, z Coho sa velmi tesim. Sme

akoby jedna rodina,” priznava Lydia
Semanova, zdravotnicka laborantka
z kosického centrélneho laboratoria.

Za kazdym pripravenym

testom hladajte ¢loveka

Vyznamnu Ulohu zohrava aj balenie
odberovych setov. Kolegovia musia

totiz pripravit odberové stpravy na vytery
z hltana a nosohltana a najnovsie uz aj

na odber zo slin. Odberové sety balia do
Specidlnych vrecusok, ktoré sa pripravuju
pre jednotlivé MOM na zéklade poctu
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pacientov a typu odberu. Odberovy set
musi obsahovat sterové tycinky na vyter

z nosohltana a hltana, médium a malé
mikroténové vrectsko sliziace na ulozenie
samotného odberu.

Ako v kazdej praci aj tu bolo na zaciatku
dolezité najst si systém, ktory by efek-
tivne a rychlo fungoval. ,Najidedlnejsim
systémom bolo vytvorenie tzv. jednotlivych
képok odoberaného materidlu, ktoré ma
set obsahovat,” vysvetluje Milan Paiser,
vodi¢ Medirex, a.s., ktory sa po ukonceni
jeho hlavnej pracovnej ¢innosti podiela na

priprave setov RT-PCR testov. Hoci sa na
prvy pohlad méze zdat, ze ide o rutinnu
pracu, nie je to celkom pravda. ,K tejto
prdci musime pristupovat zodpovedne,”
upozornuje Soférka lvana Bardoriova a k jej
tvrdeniu sa priklana aj kolega M. Paiser: ,Za
kazZdym pripravenym PCR testom treba
vidiet ¢loveka.”

Pred pripravou odberovych stprav nesmu
kolegovia zabudnut na délezité kroky. ,V pr-
vom rade musime dbat na hygienu, aby
pocas balenia nedoslo k naruseniu sterility
odoberacieho materidlu, ktory by sa mohol

Ziadanky a odberové sety sa triedia podla aktudinych rozpisov.

Stcastou covidového timu st aj vodici.
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stat kontaminovany vonkaj$im prostredim

a mohlo by tak déjst k nepravdivym vysled-
kom z odobratého biologického materidlu,”
pripomina vodi¢ Milan. ,V druhom kroku si
musime davat pozor, aby balicek obsahoval
vSetok potrebny materidl,” dopiiia kolegyra
Ivana Bardonova.

Zaujimavostou je posielanie vSetkych setov
a ziadaniek v prepravnych krabiciach, ktoré
kolegovia ,recykluju” z jednotlivych oddeleni
celého laboratéria. ,Je tsmevné, ked' ndm
uz aj cudzi ludia nosia krabice, aby sme ich
mali dostatok,” priznava D. Pavlov¢inova.
Krabice vsak nachadzaju opatovné vyuzitie,
az kym sa neznehodnotia. ,Z kazdého
vyjazdu & mobilného odberového miesta sa
snazime skatule vracat a pouZivat znova,
rovnako ako nepouZité odberové sety,”
prezrédza Juliana Hurtovd, zdravotnicka
laborantka z Centralneho laboratéria

v Kosiciach.

Chémia pri planovani personalu

do odberovych timov

Planovanie personélu do odberovych

timov je dal$im zédsadnym kldcom k fungo-
vaniu celého testovania. Podla Dominiky
Pavlovc¢inovej je niekedy spominané
planovanie naozaj umenie. ,Na kaZdy

deri, na kazdé odberové miesto i vyjazd

Je potrebné pripravit plan persondlu.
Denne pracujeme pre zdpadné Slovensko

s priblizne 30 - 40 ludmi v teréne, o nie je
také jednoduché zosuladit. Navyse, na nase
najvdcsie odberové miesto na Pasienkoch
posielame aj 10 zamestnancov, ktori pracu-
Ju v dvojzmennej prevadzke, kde odoberaju
vzorky aj 800 pacientom,” vymenuva.

Tim Standardne tvoria zdravotnik vykonava-
juci odbery, administrator a koordinator. Pri
vybere timu treba prihliadat na odbornost

a vyskolenie jednotlivych osob. ,Obcas sa
snazime pozerat aj na to, akd je chémia
medzi jednotlivymi &lenmi timu, aby sme
zabezpecili plynuly chod prevddzky. Predsa
len, v dobrej ndlade ide prdca od ruky,”
prezradza Dominika. Okrem testovania na
mobilnych odberovych miestach je z ¢asu
na ¢as nutné vyrazit na testovanie do firiem,
kde covidovy tim sprevadza vodié. , Sofér je
pre mria reguldrnou sucastou timu, pretoZe
Je zvycajne velmi ndpomocny. Touto cestou
by som sa rada podakovala aj vsetkym

z oddelenia ndkupu, logistiky a velkodis-
tribacie a zvlast timlidrovi dopravy Zolimu
Botlikovi, ktory na nase blaznivé poziadavky
nikdy nepovie nie,” s vdakou uzatvéara
manazérka covidového timu.
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MUDr. Martin Lestan:
,Alergologovia st neraz ako
detektivi, ktori patraju po pricine.”

Alergoimunolég MUDr. Martin Lestan je veduicim lekarom Alergoimunologického
centra v PreSove a v Sabinove, kde liec¢ia pacientov s poruchami imunity, alergiami
a reprodukénymi problémami. V zaujimavom rozhovore ndm porozpréval, akéa
skupina pacientov najcastejsie zapifia ich ambulancie, preco sa zvysil narast alergif
a aky je sicasny pohlad pacienta na lekara a naopak. V spojitosti s koronavirusom
prezradil aj to, do akej miery ich pandémia ovplyvnila a ¢o bolo a stale je

najnarocnejsie.

Vase centrum navstevuju pacienti, ktori
sa na vas obracaju so Ziadostou o pomoc.
Da sa konkretizovat, s akymi tazkostami
k vam v sucasnosti naj¢astejSie pacienti
prichadzaju?

Spektrum ochoreni, s ktorymi nas vyhlada-
vaju pacienti, je pestré. Alergické ochorenia
sU na vzostupe, takZze neprekvapi, ze
pacienti s tymito ochoreniami plnia nase
ambulancie. Inhala¢né alergie, potravinové,
liekové, hmyzie alergie su nasim kazdo-
dennym chlebickom. Roky sa venujeme aj
kontaktnej a profesijnej alergii. Tradi¢nymi
pacientmi s pacienti s prieduskovou
astmou, alergickou nddchou a ekzémom.
Srdcovkou st pre mnia aj rézne formy
potravinovych alergii a intolerancii. Roky je
v nasom time nutri¢néa Specialistka, kedze
po nasej diagnostike pacienti potrebuju
sprievodcu svojou vyzivou. Alergologia

je krasna v tom, Ze sa tyka celého orga-
nizmu. Mali sme pacientoy, kde jedinym
prejavom inhalac¢nej alergie boli Gporné
bolesti hlavy, a kym sa pacientka dostala
do nasich ruk, absolvovala mnoZzstvo inych
vySetreni a hospitalizacii. U nas sme jej
diagnostikovali pric¢inu jej stavu a zrazu
akoby méavnutim zazra¢nym prutikom jej
mnohoroc¢né tazkosti odisli. Alergolégovia
sU neraz ako detektivi a patraju po pricine.
Dal%ou obrovskou gkélou ochorent, ktorymi
sa zaoberame, st poruchy imunity, vrodené

aj tie ziskané - ¢asté infekcie dychacich
ciest, tazké priebehy virusovych ochoren,
opakované infekty urogenitalneho traktu,
autoimunitné ochorenia, prejavy chronickej
Unavy, reprodukéné problémy. Tieto tyzdne
Celime aj novému fenoménu - pacientom
po prekonani COVID-19. Pacientov je velmi
vela a ¢akd nas obrovské mnoZzstvo préace.

V porovnani s minulostou pribuda stale
viac pacientov s alergiami r6zneho druhu,
ale aj astmatikov. Preco je to tak? Moze

za to z urditej Casti Zivotny Styl, ktory
vedieme? Predsa len, viac dbame o Cistotu
prostredia, ochutnavame exotické potravi-
ny alebo, naopak, v désledku nedostatku
casu sa stravujeme stereotypne a casto
siahame po polotovaroch.

V materidloch Eurépskej akadémie
alergolégie a klinickej imunolégie sa
uvédza, Ze len v Eurépe mame vyse

150 miliénov alergikov. Je to ochorenie
tykajlce sa oboch pohlavi a kazdého

veku. Nie je raritou vidiet v ambulancii
partyzdnové dojciatko a vzapati na prvom
vySetreni sedemdesiatnika. Predpoklada
sa, ze v blizkej dobe bude nejakou formou
alergie trpiet kazdy druhy ¢lovek. Alergie
uz teraz patria medzi civilizaéné ochorenia.
Sprevadzali ludstvo odnepaméti, nie je to
nové ochorenie. Co je viak nevidané, je na-
rast alergii. Vieme o genetickych faktoroch,

ale tie nie su urcite hlavnym vinnikom tohto
narastu. Ved predsa sa geneticka infor-
mécia za posledné desatrocia az tak velmi
nezmenila. Co sa zmenilo, je nas Zivotny
Styl, zmeny v prostredi, nase stravovacie
névyky. Travime vela ¢asu v interiéroch,
do nasho Zivota sme pustili lieky, chémiu,
modifikované potraviny. Nas imunitny
systém nas miluje, ale tak rychlo nevie na
tieto zmeny reagovat. Predstavme si na
chvilu priemernt rodinu pred 200 rokmi
a porovnajme si ju s dnesnou rodinou.
Co jedli, kde travili svoj &as, ako prebiehal
ich ¢as po zotmeni, v akom vztahu boli

s prirodou. Obrovska zmena v spésobe
zivota ludstva si vybera svoju dan.

Vcasna diagnostika a spravne nastavena
liecba su pre pacienta so zdravotnymi
tazkostami klt¢ové. Mnoho pacientov
ma viak problém ziskat skorsi termin
vySetrenia. V spolupraci s Medirexom
poskytujete samoplatcovské vysetrenia,
ktoré umoznuji pacientom dozvediet
sa viac o svojom zdravi s moznostou
eliminovat dizku ¢akania na vy3etrenie.
VyuZivaju uz v sticasnosti pacienti

tieto sluzby? Ktoré vysetrenia su u vas
najcastejsie vyhladavané?

Tradi¢ny pohlad na lekara ako na silnu
autoritu a pacienta ako na pasivneho
prijimatela rad lekara uz neplati. Pacienti
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sa stavaju nasimi partnermi na ich ceste za
zdravim. Zaujima ich podstata ich tazkosti,
sleduju dostupné informécie na internete,
neuspokoja sa s nekomunikativnym
lekarom, ktory len v tichosti napise nalez

a predpiSe liek. Na strane druhej su tu
lekari, ktorf su pod tlakom poistovni. Tie
regulujd spektrum moznych vysetreni, ktoré
svojim poistencom uhradzajd, a potom je

MUDr. Martin Lestan

tu hlad pacientov po dokonalej diagnostike.
Samoplatcovsky program je logickym
vyustenim tejto nerovnovahy. Uprimne
povedané, urcita regulécia zo strany
poistovni je namieste, kedZe verejné zdroje
su a vzdy budd limitované. Samoplatcovsky
program vnimam v dvoch rovinach - prva
je nadstandardné vysetrenie nad ramec
Uhrady poistovne, ktoré si samoplatca

Lekar s dlhoro¢nou praxou v pediatrii, klinickej imunolégii

a alergologii, predseda obcianskeho zdruzenia Alergoimun., odborny
garant Alergoimunologického centra v Presove a Sabinove, veduci
lekar akreditovaného pracoviska Univerzity Komenského v Bratislave,
Jesseniovej lekarskej fakulty v Martine pre praktickd ¢ast vzdelavania
lekarov v odbore klinickd imunolégia a alergolégia, ¢len pracovnej
skupiny pre reproduként imunolégiu CSAKI.
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vyberé po dohovore s lekarom, druhéa
rovina su vysetrenia, ktoré si objednava
klient sdm bez predchéadzajicej rady
lekéra. Obe tieto vySetrenia vSak vyZaduju
naslednd odbornd konzultaciu s lekarom.
Laik nemusi totiz vediet, Ze vysledky
vysetreni su niekedy zatazené chybovos-
tou, faloSnou pozitivitou ¢i negativitou

a Ze len na zaklade jednorazového
vysetrenia sa neda vzdy postavit spravna
diagnéza. Lekar - pacient - laboratérium.
Tento trojuholnik musi byt stale dodrzany.
Spektrum samoplatcovskych vysetreni

je rozmanité, od reakcii na potraviny cez
parametre imunity, hladiny vitaminov az po
pohlavne prenosné ochorenia.

Specializujete sa aj na oblast reprodukénej
imunolégie. S akymi poruchami imunity

v rdmci vySetrenia neplodnosti sa vo vasej
ordinacii najcastejSie stretavate? Existuje
prevencia?

AZ 15 % vsetkych neplodnosti a ne-
schopnosti donosit plod je zapricinenych
imunologickymi faktormi. Nasimi pacientmi
su pary, ktoré nas vyhladaju po viacerych
spontannych potratoch, po dlhom

obdobi, ked sa im nedari otehotniet ¢i po
netspeinych umelych oplodneniach. Coraz
CastejSie mame aj pary, ktoré prichadzaju
preventivne, kedZe maju zavazné auto-
imunitné ¢i systémové ochorenie, maju
poruchy imunity a planuju tehotenstvo.
Imunologické priciny portch plodnosti su
rozmanité, od nediagnostikovanych poruch
imunity, neraz vrodenych po najrozli¢nejsie
chronické stavy, ktoré brénia otehotneniu

a vynoseniu béabatka. Niekedy st priciny
zévazné, inokedy ide o komplex viacerych
mensich nerovnovah v organizme. V tomto
odbore nie st reprodukeni imunolégovia
krali - sme len sparingpartnermi inych
odbornosti: gynekolégov, urolégov,
hematolégov, endokrinolégov, genetikov,
vyzivovych poradcov. Niekedy je to ako
skladanie velkych puzzle, nie stale sa nam
obraz podari vyskladat, mnohokrat nam
este nejaké diely do mozaiky chybaju. Avsak
ten pocit, ked sa dlhoro¢nému neplodné-
mu péru podari otehotniet, ¢i ked Zzena po
siedmich potratoch porodi zdravé dieta, je
nezaplatitelny.

V tvode sme nacrtli tému covidu, ktory
sa nas vsetkych dotyka. Do akej miery vas
pandémia ovplyvnila? Co bolo a stale je

z vasho pohladu najnarocnejsie?

Netrpim spomienkovym optimizmom.
Uz prva vina bola naro¢na. Ambulantny
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MUDr. Martin Lestan (v strede) so svojim timom z Alergoimunologického centra v PreSove a Sabinove.

sektor a nase centrum nevynimajuc patril
akoby na okraj zaujmu vlady. Nemali sme
dostatok ochrannych pracovnych pomécok
pre nasich zamestnancov, zabudlo sa na
nase pravidelné testovanie, rychlo sme

sa museli ucit telemedicine. Tu musim

zo srdca podakovat celému kolektivu. Jar
2020, ale aj jesen 2020 a tazky prelom
rokov 2020/2021 zvl&dli skvelo. Nasich
pacientov sme neopustili. Naopak, posilnili
sme nase rady a z cirkulacie sme stiahli
nasu najmladsiu pani doktorku. V kazdej
ambulancii bol stale pritomny aspon
jeden lekar pre pacientov vyzadujlcich
fyzické vysetrenie, ostatni lekari poskytovali
sluzby telemediciny. Bolo a je to naro¢né
obdobie, lekar potrebuje pacienta vidiet,
doslova absorbovat pri vysetreni jeho
vonu, skontrolovat stav sliznic, pozriet

sa mu do odi. Telemedicina je velkym
pokrokom a mé nesmierne vyhody, ale
pritomnost pacienta nevie Uplne nahradit.
Najnérocnejsie pre mrna osobne bolo
stretnut sa s pacientmi, ktorym covid
zobral blizkeho, vtedy som stracal slova.
Neviem sa doteraz vyrovnat s pribehmi,
ked sa v DSS nakazili a umierali osameli
[udia, ich nemé vycitky tu budud este velmi
dlho. Bol som Sokovany, ako pocas prvej
viny separovali aj nase repro pacientky

po ich Uspesnom porode od ich deti.

Z moéjho pohladu je matka a dieta

jedna neoddelitelna bytost minimalne

do roka dietata a separacia musi mat pre
matku a dieta nenapravitelné skody na ich
psychike. Narocné je aj v tomto obdobi
sledovat povzdychy pracovnikov DSS, ktorf
ziadali o ockovanie klientov a pracovnikov

proti COVID-19 uz v januéri a namiesto
zaockovania sa niekedy v marci zamorili
infekciou. Toto st moje no¢né mory.

Ako ovplyvnila pandémia COVID-19 diag-
nostiku a liecbu u alergikov ¢i astmatikov,
ktori patria k ohrozenej skupine? Museli
ste pristupit k selekcii pacientov, ktori
nutne potrebovali vaSu pomoc?

Tu musim s radostou povedat, ze prevazna
vacsina nasich chronikov a astmatikov
napriek infekcii COVID-19 zvladala pod
dobrou lie¢bou ochorenie dobre, mozno
aj lepSie ako inad populacia. Prave teleme-
dicina, moznost komunikovat so sestrami
¢i s lekarmi cez nas portal, ¢i telefonické
konzultacie, e-recepty ndm pomohli byt pri
tychto pacientoch aj pocas tohto obdobia.
Nezriedka som odchédzal z préce okolo
21.30 vecer. M&m vsak zésadu - neodist od
Ziadnej zavaznej nezodpovedanej otazky
pacienta bez jej vybavenia. Tento pristup
ma aj vacsina kolegov.

Prichadza pelova sezéna a s nou aj
predpokladam vyssia miera navstevnosti
pacientov vo vasej ambulancii. Co by ste
odporucili vSetkym, ktori toto obdobie
zvladaji velmi tazko?

Aby dodrziavali rady lekéra. Pacient ma
poznat svoju alergiu, svoje spustace tazkych
reakcii. Protialergické opatrenia, pravidelna
medikécia, rezimové opatrenia. Mam rad
pacientov s aktivnym pristupom k svojmu
zdraviu. Nielen zjest tabletku a aplikovat si
sprej, ale aj preplachnutie nosa, dychové

cvi€enia, primerana fyzicka aktivita a snaha
o radost zo Zivota. Psychika a psychické
zdravie ovplyviuju nas vsetkych, nasich
pacientov nevynimajuc. Nuz a ked'je ozaj
zle, ndjst oporu vo svojom lekarovi.

Prezradte nam na zaver - ak prave
neliecite pacientov, ako travite volny cas?

Tu som sa zamyslel. Az sa hanbim povedat,
ze od januara do polovi¢ky marca som ne-
mal ani jeden vikend bez prace. Viyvrcholilo
to, ked som po nedelnom 11-hodinovom
ockovani proti COVID-19 nasttpil od pon-
delka do klasického ambulantného kolotoca
a na konci tyzdna mi telo povedalo dost.
My lekari vieme, Ze organizmus znesie vela,
ale potom si vypyta pozornost. Casto je
upozornenie organizmu dost neprijemné.
Odvtedy sa snazim zvolnit a opat som
zaradil do svojho volného casu cvicenie,
jogu, aspon obc¢asné prechadzky v prirode
s manzelkou, na chalupe saunujem, po
saune si niekedy doprajem poharik ¢i dva
cerveného vinka. Neviem sa sam donutit

k optimalnejSiemu kardio tréningu, na
ktory som bol zvyknuty. TeSim sa na
postcovidovu éru plnud spinningu, cvicenia
v telocvicni a hlavne na cestovanie. Napriek
troske horkosti, ktorti zo svojho rozhovoru
pocitujem, som nesmierne vdacny za

svoju rodinu, ktora mi je celé toto obdobie
velkou oporou, za skvelych kolegov v praci.
Dakujem aj osudu a dobe, v ktorej Zijem,
ze ma donutila pozriet sa na svet cez

inU optiku. Naucil som sa vacsej pokore

a mensiemu strachu, viem si vazit predtym
také bezné kazdodennosti.
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Gyncare oslavuje svoje

20. narodeniny

Precitajte si zaujimavosti
z jeho 20-ro¢nej Uspesnej
existencie.

Ked'sa v juli 1978 narodila Louise
Brownova - prvé narodené dieta po in vitro
fertilizacii na svete -, zacala sa nova, lepsia
éra asistovanej reprodukcie, ktora ¢oskoro
slavila jeden Uspech za druhym. Priekopnici
Patrick Steptoe a Robert Edwards tak

zrazu dali redlnu Sancu mat vlastné dieta
mnohym parom, ktoré dovtedy mohli

o tom len snivat.

Samozrejme, malé Louise nebola prvym
pokusom o babatko po IVF. Dostupné
zdroje uvadzaju, ze predtym bolo viac ako
100 takychto IVF cyklov netispesnych. Ak by
sme to dali do naozaj velmi zjednodusenej
matematiky, tak od roku 1978, ked bola
Gspesnost IVF 1 %, sme sa dostali k dnes
realnym takmer 60 %, ktoré vacsina
kvalitnych centier deklaruje. IVF sa tak
stalo najuspesnejsou metddou liecby
neplodnosti.

Zaciatky asistovane;j
reprodukcie na Slovensku

O 10 rokov neskér po Louise sa

narodilo prvé dieta po IVF v byvalom
Ceskoslovensku - v Brne. Zadiatkom

90. rokov sa zacali budovat zéklady
prvého Centra asistovanej reprodukcie

na Slovensku, a to na Il. gynekologic-
ko-pérodnickej klinike LF UPJ§ aFNLP na
Moyzesovej ulici v Kosiciach. V zaciatkoch
toto pracovisko velmi tizko spolupracovalo
s Univerzitou veterinarskeho lekarstva

v KoSiciach a jej Katedrou vSeobecnej
biolégie, pretoze v tom ¢ase uz bolo vela
skusenosti s asistovanou reprodukciou

u zvierat, a mnohé z nich boli velmi dolezité
pri zavadzani asistovanej reprodukcie aj
do klinickej praxe v humannej medicine.
Klinické ¢innost tohto pracoviska sa zacala
v roku 1994. V roku 1995 bola zalozena
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Intracytoplazmatickd injekcia spermie (ICSl).

kryobanka, a to vdaka spolupraci s odbor-
nikmi z Velkej Britanie. Tato kryobanka na
skladovanie spermii a embryi uz v tom case
spiiala eurdpske kritéria. V roku 1995 bolo
pracovisko uznané ako ,celostatne refe-
ren¢né pracovisko asistovanej reproduk-
cie”. Ako prvé pracovisko na Slovensku tu
zacali pouzivat mikromanipula¢nd metodu
intracytoplazmatickej injekcie spermie

do oocytu (ICSI), ¢o umoznilo poméct
neplodnym péarom aj v pripadoch tazkej
muzskej neplodnosti. Vysledkom bolo

v roku 1995 narodenie prvého dietata po
ICSI na Slovensku, a to len necelé tri roky

po tom, ¢o sa po takejto forme oplodnenia
oocytu narodilo prvé dieta na svete.

Zaciatkom 90. rokov sa zacali budovat
zéklady prvého Centra asistovane;j
reprodukcie na Slovensku, a to na |l.
gynekologicko-porodnickej klinike LF UPJS
a FN LP na Moyzesovej ulici v KoSiciach.
Zakladatelom tohto centra asistovanej
reprodukcie bol MUDr. Miroslav Herman,
PhD., ktory sa povazuje za jedného zo
zakladatelov asistovanej reprodukcie na
Slovensku. A prave MUDr. Herman zalozil
a otvoril v roku 2001 Centrum asistovanej



reprodukcie Gyncare v Kosiciach, v ktorom
dodnes aj pdsobi.

Gyncare bolo od zaciatku jednotkou vo
svojom odbore

Uz v tom case bolo Gyncare plne
vybavené a ponukalo vietky metédy,

ktoré sa v tom c¢ase v ramci asistovanej
reprodukcie ponukali vo svete. Medzi tieto
metddy patrili klasicka in vitro fertilizacia,
priame oplodnenie vajicka spermiou -
intracytoplazmaticka injekcia spermie
ICSI, asistovany hatching - narezanie
obalu embrya pre jeho lahsie uhniezdenie
v maternici, predizena kultivacia embryi,
chirurgicky odber spermii, zmrazovanie
embryf a spermii, intrauterinna inseminacia
spermiami partnera alebo darcu.

V roku 2021 slavi Gyncare 20 rokov

svojej existencie. Za tych 20 rokov vsak ani
Gyncare, ani asistovanéa reprodukcia neza-
spali na vavrinoch. Hoci by sa mohlo zdat,
Ze vetko dolezité bolo uz v ¢ase zalozenia
centra vymyslené a odskusané, nie je to tak.
Asistovana reprodukcia presla za 20 rokov
neskuto¢nd cestu a hoci uz novinky nemaju
také bombastické titulky, ako mala Louise
Brownova, prinasaju parom stéle vyssie

a vyssie Sance mat vlastné dieta.

Co moézeme povazovat za
najvacsie objavy na poli
asistovanej reprodukcie za
20 rokov Gyncare?

Ultrazvukova diagnostika

ZvySovanie kvality ultrazvukovych pristrojov
vyrazne ulahcilo cely proces lie¢by v ramci
in vitro fertilizacie. Vaginalny ultrazvuk
(sonda zavadzana pri vysetreni do

posvy) umoznil presnejsie a jednoduchsie
sledovanie vaje¢nikov pocas hormonalnej
stimulécie a odberu vaji¢ok cez posvu.
Nové ultrazvukové pristroje dokazu velmi
presne pomoct stanovit rezervu vajecnikoy,
prekrvenie maternice a jej sliznice, takmer
samostatne vyhodnotit reakciu vaje¢nikov
na hormonélnu stimuléaciu a celkovo velmi
vyrazne ulahcit lie¢bu.

Zjednodusena hormonalna stimulacia

Spociatku bola hormonadlna liecba

v procese IVF liecby pre Zzenu komplikovany
a stresujuci proces. Na tomto poli doslo
naozaj k zavratnej zmene. Vacsina liekov sa
dnes podéva vo forme podkoznych injekcii,

Prenos embrya - embryo transfer.

¢o je pre zenu podstatne jednoduchsie ako
injekcie do svalu. Velka cast liekov je uz
pripravena vo forme jednorazovych injekcif
alebo z&sobnikovych pier, ¢im odpadéa
stres z nespravneho nariedenia liekov. Cela
lie¢ba je dnes uz vysoko Standardizovana,
a tak zvycajne stacia pocas stimuléacie
vajecnikov 1 - 2 kontroly, pricom kedysi to
boli aj tri vySetrenia za tyzden. Zavedenie
tzv. kratkeho antagonistického protokolu

u pomerne vysokého percenta pacientok
znamena skratenie hormonalnej liecby zo
4 -5 tyzdnov na 8 - 10 dni. To je velmi
délezité z hladiska ¢asovych planov aj
vSeobecného komfortu pacientky.

ICSI a selekcia spermii

Mikroinjekcia spermie znamena, Ze jednotli-
vé spermie sa injikuju do vaji¢ka pomocou
Specidlneho upraveného mikroskopu. Tato
technika otvorila nové moznosti vysokému
percentu neplodnych parov. Vyuziva sa

vo vacsine pripadov muzskej neplodnosti,
kde by len standardné pridanie spermii
viedlo k pomerne nizkej Uspesnosti liecby,
ale rovnako sa pouZiva aj u Zien vo vy§som
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reprodukénom veku, u Zien s endomet-
riozou, nevysvetlitelnou neplodnostou a pri
zisku nizkeho poctu vaji¢ok. Tejto metode
sa vSak na druhej strane vycita, Ze sa nou
straca prirodzeny vyber spermie a em-
bryolég je tym ¢lovekom, ktory rozhoduje
o spermii pouzitej na oplodnenie. Preto sa
pocas poslednych rokov do praxe zaviedlo
mnozstvo selekénych metdd, ktoré majd
embryolégom poméct vybrat optimalnu
spermiu, a parom tak pomoct zvysit svoje
Sance na dieta. Medzi tieto metddy patria
ICSI preselektovanej spermie (PICSI),

ICSI morfologicky optimélnej spermie
(IMSI), a dnes asi najviac vyuzivané proces
magnetickej separacie spermii (MACS)

a pouzitie mikrofluidnych ¢ipov (microfluid
sperm sorting MSS). Je velky predpoklad,
Ze asistovana reprodukcia sa bude smerom
¢o najlepsej selekcie spermif eSte chvilu
uberat a zlepSovat vysledky na tomto poli.

Prenos jedného embrya - single
embryo transfer (SET)

Jasnym ddkazom stUpajucej Uspesnosti
IVF je dlhodoby pokles poctu prenasanych
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Kultivacné média sa velmi déleZité pre spravny embryondiny vyvo.

embryi do maternice. Kym v zaciatkoch
Gyncare sme bezne prenasali do maternice
2 - 3 embryd, dnes je uz takmer Standar-
dom transfer jedného optimalneho embrya.
Len velmi zriedka do maternice prendsame
dve embryd, a vzdy by na to mal byt dévod.
Suhlasime s tym napriklad pri opakovane
neuspesnych transferoch, u pacientok vo
vy$Som veku, pri nie Uplne optimalnom
deleni embryi a pod. Priemerny pocet trans-
ferovanych embryi je vak dlhodobo na cisle
pacientok transferujeme embryo jedno. Tym
znizujeme riziko viacplodovych tehotenstiev
na minimum. Viacplodové tehotenstvéa sa
dnes uz povazuju za nedspech asistovanej
reprodukcie. Pri transfere 2 embryi do
maternice dochadza az v 25 % pripadoch

k uhniezdeniu oboch embryi. Tehotenstvo

s dvojcatami je ovela rizikovejsie, je ovela
vysSie riziko pred¢asného pérodu a teho-
tenskych komplikécii, preto sa mu snazime
v maximalnej miere vyhybat.

Kultivaéné podmienky pre embrya
To, ¢o sa asi za 20 rokov zmenilo najviac,

je prave to, o je beznym ociam pacientov
a verejnosti neviditelné. A to su kultivacné
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podmienky pre embryad, ktoré s velmi
dolezité pre proces oplodnenia a véasného
delenia embryi po oplodneni, teda v ¢ase,
ked sa o nich staraju v laboratériu nasi
embryolégovia. V zaciatkoch asistovanej
reprodukcie museli embryolégovia ¢asto
pracovat ,na kolene”. Dnes su véetky tieto
procesy Standardizované a riziko chyby je
tak minimalizované.

Média su Specialne roztoky, v ktorych

sa embryé kultivuju v laboratoériu. St
obohatené mnozstvom latok, zivin

a rastovych faktorov, ktoré su velmi dblezité
pre v€éasny embryonélny vyvoj. Dnes uz
centréa asistovanej reprodukcie nevyra-

baju tieto média v domacej kuchyni, ale
kupujd ich hotové od renomovanych firiem
s certifikdtom bezpecnosti. Kultivacné
médium je velmi délezité pre embryonalny
vyvoj a patri k najdélezitejsim faktorom
Uspesnosti pracoviska. Pred 20 rokmi

sme do maternice Standardne prenasali
embryé na 2. alebo 3. den po oplodnent.
Laboratérne podmienky im uz na dalSie
delenie nestacili. Dnesné média s schopné
zabezpedit optimalne delenie embryi az do
6. diia vyvoja. Takato predizena kultivacia
embryi ma vyhodu najmé vtedy, ak mame

vyssi pocet deliacich sa embryi. Velka ¢ast
embryi sa totiz vo svojom deleni zastavi
prave medzi 3. a 4. diom delenia, ked sa
$tartuje embryonalny geném. Predizena
kultivacia tak predchadza transferom
embryi, ktoré by sa vo svojom deleni
spontanne zastavili a znizuje tak pocet
zbyto¢nych embryo transferov.

Rovnako sa vyznamne za 20 rokov
existencie Gyncare zmenili aj inkubéatory.
Inkubétor je Specialna komora, v ktorej

st podmienky (teplota, vihkost, tlak
plynov) podobné ako v tele zeny. Kedysi
sa pouzivali velké skrinové inkubatory,

v ktorych boli uloZzené vo vlastnych
mistickach embrya vsetkych pacientov.
Dnes uz takmer standardne pouZzivame
komorové inkubatory, v ktorych méa

kazdy par Specialnu komoru pre svoje
embrya. Vyhodou je v tomto pripade

to, Ze inkubator sa otvara len vtedy, ked
embryolég potrebuje skontrolovat delenie
embryi danych pacientov. V inkubé&tore st
tak stabilnejsie podmienky a mensie vykyvy.
Uplne najvy33im radom inkubatorov su
inkubéatory s kamerou. T4 nam kazdych
20 - 30 mindt urobi fotografiu kazdého
jedného embrya a pocitac tieto fotografie



zloZi do videoslucky. Pre embryé z toho
vyplyvaju dve zakladné vyhody. Jednak
ich cely cas kultivacie nemusime vobec
z inkubatora vyberat a jednak si vie
embryolég spétne vyhodnotit delenie
kazdého jedného embrya a vybrat na
transfer to najlepsie.

Skladovanie zmrazenych embryi

Jednym z hlavnych milnikov asistovane;j
reprodukcie bol rozvoj mraziacich

technik. Prave mrazenie prinieslo

moznosti elektivnych transferov jedného
embrya, odlozenych transferov pri riziku
hyperstimulaéného syndrému, predimplan-
tacnej genetickej diagnostiky, zachovania
plodnosti u onkologickych pacientoy, ale
napriklad aj social freezingu (mrazenia
vajicok u zien, ktoré odkladaju tehotenstvo
z akychkolvek dévodov). Dnes je Uspesnost
transferov rozmrazenych embryi rovnaka
ako Uspesnost cerstvych transferov.

U niektorych kategorii pacientov dokonca
aj vyssia. Vo vacsine pripadov mrazime
bunky a embrya procesom rychleho
mrazenia - vitrifikacie.

Predimplanta¢na genetickéa diagnostika

Genetika vseobecne za poslednych 20 ro-
kov napredovala naozaj vyrazne. A tyka sa
to aj genetiky v ramci IVF. U embryi pred
ich prenosom do maternice sme schopni
priamo vysetrit nielen po¢et chromozémov,
ale v podstate kazdé genetické ochorenie,
ktoré sa v rodine pacientov vyskytuje.
VySetrenie poc¢tu chromozémov méa

SvVOj vyznam u pacientov s opakovanym
zlyhanim uhniezdenia embryi v maternici,

u pacientok vo vy$Som veku, ked su uz tieto
tzv. aneuploidie ovela Castejsie, ale napr.

aj u mladych pacientok pri opakovanych
spontannych potratoch. Po Specifickych
problémoch (translokacie, mutécie) zase
patrame u tych pacientov, u ktorych sa
dany geneticky problém potvrdil u jedného
z rodicov.

Je nieco, ¢o sa za 20 rokov zhorsilo?

Aby sme neboli len taki pozitivni, tak,
bohuzial, ano. Pocas uplynulych 20 rokov
sa vyrazne zhorsilo vekové zloZenie
pacientok centier reprodukénej mediciny
- teda aj Gyncare. Kym pacientky po 40.
roku veku boli kedysi vysoko zriedkavé,
dnes tvoria viac ako 25 % pacientok nasho
pracoviska. Nie su zriedkavostou ani
pacientky okolo 50. roku veku. Asistovana
reprodukcia vsak nie je liekom na vek.

Mrazenie zdrodocnych buniek.

Kym do 40. roku zivota Zeny je UspeSnost
asistovanej reprodukcie pomerne

vysoka, po Styridsiatke uz velmi rychlo
klesa. V tomto veku je Uspesnost liecby

s vlastnymi vaji¢kami niekde okolo 15 %.
Po 43. roku zivota sme niekde na hranici
7 % a po 45. roku zivota zeny sa Uspesné
tehotenstva po IVF celosvetovo opisuju
naozaj len vo forme kazuistik. Tento trend
vedie k tomu, Ze v poslednych rokoch
priemerna Uspesnost IVF stagnuje, do-
konca aj trosku klesa. Vo vyssich vekovych
kategoridch pacientov sme preto ¢asto
odkazani na pouzitie darcovskych vajicok
a percento cyklov s darovanymi vaji¢ckami
nam stale narasta.

NOVE V MEDIREX GROUP

Prave preto odbornici na reprodukéné
zdravie v poslednych rokoch opakovane
pripominaju, Ze ak Zena nema podmienky
na to, aby mala deti v optiméalnom veku,
mala by mysliet na moznost tschovy
vlastnych vaji¢ok pre buduce pouzitie - tzv.
social freezing.

MozZnosti asistovanej reprodukcie su v su-
¢asnosti naozaj velké. Centrum Gyncare je
hrdé na to, Ze vieme pomoct mat vlastné
dieta viac ako 90 % vsetkych neplodnych
parov, ktoré k ndm so svojim problémom
pridu. A aj ked tato cesta nie je vzdy ani
[ahka, ani kratka, nas spolocny ciel - zdravé
babatko - za to stoji.
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ROZHOVOR

Praca na imunologii je trpezliva,
precizna a kazdy den ina

RNDr. Marcela Popovridkova pracuje v Centralnom laboratériu Medirex
v Kosiciach, kde odborne dohliada na chod imunologického laboratéria.
V rozhovore sme zistovali, ako jej imunolégia prirastla k srdcu a bez
¢oho si nevie pracu predstavit. PribliZila tiez, ¢im sa zaoberaji na
imunologickom pracovisku v KoSiciach a do akej miery je nevyhnutna

spolupraca s lekarmi.

Imunolégii sa venujete uz viac ako
20 rokov. Prezradte nam, &m vam tento
odbor ucaroval?

Praca v imunologickom laboratériu si
vyzaduje velkd trpezlivost a zodpovednost.
Kazdy den vsak prindsa nieco nové,
prekvapujlce a zaujimavé, o ma nes-
mierne obohacuje a motivuje k lepSiemu
vykonu. Moznost vzdelavat sa a ziskavat
praktické skdsenosti v tejto oblasti maju
pre mna neocenitelny vyznam. Za kazdou
skiimavkou sa totiz skryva realny ¢lovek,
ktorému vysledky vySetrenia moézu zmenit
zivot. Bude to zniet ako fréza, ale moja
préca je zarover aj mojim konickom.

Laboratéria Medirex poskytuju komplex-
nu laboratérnu diagnostiku. Priblizte nam,
¢im vSetkym sa zaoberate v Centralnom
laboratériu v KoSiciach na oddeleni
klinickej imunolégie a alergolégie?

Na oddelenf klinickej imunolégie a aler-
goldégie sledujeme poruchy imunitného
systému na Urovni Specifickej a neSpecific-
kej imunity, sledujeme imunofenotypové
znaky buniek a ich patologické odchylky,
imunodeficientné stavy pacientov. Velku
skupinu vySetreni tvoria diagnostika
autoimunitnych ochoreni, diagnostika
antifosfolipidového syndrému, poruch

na urovni non IgE potravinovych reakcii,
celiakie, stanovenie alergén Specifickych
IgE protilatok u pacientov s alergiami.
Taktiez sa venujeme aj diagnostike portich
v ramci reprodukénej imunolégie. Praca na
imunologii je trpezliva a zodpovedna kom-
binédciou manuélnych metéd a pristrojovej
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techniky. Neustale sledujeme nové trendy
a zavadzame ich do praxe. Skiznut do
rutiny a stereotypu nehrozi, kedze stale je
potrebné vzdelavat sa.

Technologické vybavenie je uz dnes pre
laboratérium nevyhnutnostou. S akymi
pristrojmi pracujete na vasom oddeleni
a v ¢om vidite ich hlavné prinosy? Da sa
predpokladat, Ze v budicnosti nahradia
pristroje pracu ludi?

Na Useku prietokovej cytometrie su to
hlavne prietokové cytometre. Vybaveni
sme ELISA analyzatormi, analyzatormi

na pripravu vzoriek na vysetrenie
autoprotilatok, nechybaju fluorescenény
mikroskop, nefelometer, analyzatory

na stanovenie alergén Specifickych IgE
protilatok. VSetko st to najmodernejsie typy
analyzétorov, ktoré sa bez préace s ludmi
nezaobidu. Potrebuju pravidelnud adrzbu,
personal ich napIni potrebnymi reagen-
ciami. Pristroje vyzaduju nastavenie podla
aktualnych potrieb, a to samy nezvladnu.
Praca vimunologickom laboratériu si
vyzaduje stalu pritomnost personélu pri
analyzatoroch a sledovanie, ¢i svoju Glohu
vykonavaju spravne a v pripade potreby
vieme hned zasiahnut. Ulah¢uju nam pracu




v laboratériu pri spracovani velkého poctu
vzoriek a bez takéhoto vybavenia si uz
pracu v laboratériu neviem ani predstavit.
Kedze pracuju nonstop, niekedy si
zaslUzia pohladenie a pochvalu. Takze nie,
nemyslim si, Ze by v buddcnosti pracu ludi
nahradili.

Ked sme pri ludoch, ako sa vam spolupra-
cuje s kolegami na oddeleni? Utkvel vam
v pamati zaujimavy pripad z praxe, na
ktorom ste spoloc¢ne pracovali?

Som velmi rada, ze mame na oddeleni
skvely tim ludi. Pracuju so zanietenim,

s ochotou a trpezlivostou a vsetkych néas
to nesmierne bavi. Samozrejme, denne
spolupracujeme aj s kolegami z inych
odborov, ako st biochémia, hematolégia,
genetika, séroldgia, patoldgia. Bez toho
to nejde a ¢asto spolupracujeme, Ci uz
pri vyhladavani vysledkov, konzultécii,
doordinovavani vysetreni, alebo vyhlada-
vani vzoriek. Je fascinujice sledovat, ako
sa postupne uzatvaraju vysledky vySetreni
pacienta z jednotlivych odborov.

Z mojej praxe si pamatam pripad, ked sme
spolu s kolegami z biochémie pomohli
odhalit onkologicky proces v organizme
pacienta na zéklade pozitivity onkoneuro-
nalnych protilatok. Lekéri tak cielene patrali
po odhaleni nddoru a véas zacali liecbu.

V sucasnosti existuje diapazén ochoreni
savisiacich s poruchami imunity, alergiami
¢i reprodukénymi problémami. Ktoré

z palety poskytovanych vysetreni v tomto
obdobi naj¢astejsie vySetrujete?

V tomto obdobi najcastejsie vySetrujeme
pacientov s poruchami autoimunity

v oblasti reumatolégie, gastroenteroldgie,
neurolégie. Prvotny fluorescencny obraz
dalej rozdelujeme na drobné Specifické
antigény zodpovedné za prebiehajuci
autoimunitny proces. Pribida parov

s poruchami reprodukcie, onkohema-
tologickych pacientov, ale aj pacientov

s alergiami a potravinovymi intoleranciami.
Je to pravdepodobne dan za zivotny Styl,
stravovacie navyky.

Aky je priemerny pocet vzoriek, ktoré
denne vysetrite na vaSom oddeleni?

Denne vysetrime priblizne 350 - 400
vzoriek. Je to, samozrejme, individudlne.
Kazdy den je iny. Za kazdou skiimavkou
vidime pacienta a kompletizacia jedného
vysledku sa sklada z mozaiky viacerych

testov, ktoré sa postupne analyzuji. Mozno
sa to ¢islo méZe zdat niekomu nizke, ale

su za tym dalSie testy, trpezliva a precizna
préaca.

Z rozhovoru s MUDr. Lestanom sme sa
dozvedeli o nevyhnutnosti dodrzania
trojuholnika lekar - pacient - laborat6-
rium. Ako v praxi vyzera vasa spolupraca
s lekarom?

Denne komunikujem s nadimi lekarmi, ¢i uz
pri doordinovavani vysetreni, konzultacii,
alebo klinickej interpretéacii. Informujem
lekarov o novinkach, ktoré momentéalne
zavéddzame. Pri patologickych vysledkoch
ihned informujem lekarov. S niektorymi
lekarmi velmi intenzivne participujem aj na
studiach a projektoch. Denne prijimame
podnety z praxe aj pri zavadzani novych
vysetreni. Velmi Uzko spolupracujem

v rdmci reprodukcnej imunolégie s nasimi
reprodukénymi imunolégmi pri konzultacii
vysledkov vysetreni.

Jednou z oblasti, ktorym sa venujete, je
reprodukénd imunolégia. Zameriavate sa
na komplexnu diagnostiku imunologic-
kych portch plodnosti u Zien aj u muzov.
Prosim, opiste nam, ¢o najcastejsie
skamate.

V sti¢asnosti zaznamenavame celosvetovy
nérast parov s poruchami plodnosti.
Hlad&dme pricinu tychto problémov na
Urovni porach imunitného systému. Tych
oblasti je niekolko. Jednou z nich mézu byt
prebiehajlci autoimunitny proces, nelie-
¢ena celiakia, tvorba antifosfolipidovych
protilatok. Poruchy identifikujeme na strane
muZa a Zzeny. Skimame, akym smerom sa
ubera typ imunitnej odpovede u Zeny na
zéklade tvorby intraceluldrnych cytokinov.
Blizsie rozoberédme kvalitu ejakulatu.

Koncentracia zohrava vo vasej praci
vyznamnu Glohu. Co vam pomaha pri
uvolneni mysle? Ako relaxujete?

Praca na imunolégii je trpezliva, precizna

a kazdy den ind, vyzaduje plné sustredenie.
Koncentraciu hladdm a nachadzam

v prirode, na celoro¢nej turistike, pri
Sporte - bicyklovani, lyZovani, plavani.
Neodmyslitelnou stic¢astou méjho relaxu

je hudba, ale aj stretnutie s prijemnymi

a pozitivnymi ludmi.

ROZHOVOR

RNDr. Marcela Popovinakova

s N

nastupila po ukoncenf stidia
na Prirodovedeckej fakulte
UPJS v Kogiciach na Kliniku
UNLP KoSice, kde sa vimuno-
logickom laboratériu venova-
la diagnostike liekovych alergii
a buléznych dermatéz. Ne-
skér absolvovala Specializaciu
na Slovenskej postgradudlnej
akadémii v Bratislave v odbo-
re vySetrovacie laboratérne
metddy vimunologii a nadalej
sa venovala praci vimuno-
alergologickom laboratériu

a tiez na oddelent klinickej
biochémie UNLP v Kosi-
ciach. V roku 2006 nastupila
do LABMED-u (terajsieho
Medirexu), kde s kolegami
vybudovali imunoalergologic-
ké laboratérium. V stcasnosti
p6sobi ako manazérka klinic-
kej imunoldgie a alergologie

v Medirexe pre vychodné
Slovensko.
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PRIPAD Z PRAXE

Sekrecny karcindm malej slinne;
zliazky tvrdého podnebia ustnej

dutiny — case report

OPIS PRIPADU

36-roény pacient asi 6 mesiacov pozoroval postupny rast ttvaru tvrdého podnebia.
Na dentoalveolarnej chirurgii Gtvar extirpovany in toto.

VYPRACOVAL

MUDr. Peter Bohus
Medlicyt, s. r. o.

Specidine farbenie Alcian blue/PAS.
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Uvod

Podla WHO (SZO) klasifikacie nadorov hla-
vy a krku je sekre¢ny karciném (secretory
carcinoma) stru¢ne charakterizovany ako
karciném slinnych zliaz vSeobecne s nizkym
stupriom malignity, ktory morfologicky
pripomina sekre¢ny karcindm prsnika
(mammary secretory carcinoma) a je cha-
rakterizovany fuziou génov ETV6-NTRK3.
Ako synonymum sa ¢asto pouziva vyraz
mammary analogue secretory carcinoma
(MASC).

Makroskopicky opis

Na bioptické vysetrenie zaslana bledohnedé
slizni¢na vyvysenina s priemerom cca 5 mm.

Mikroskopicky opis

Zachyteny pomerne expanzivny novotvar
tvoreny mierne atypickymi, neostro
ohrani¢enymi polygonalnymi bunkami

s granularnou eozinofilnou a vakuolizova-
nou cytoplazmou, s ovalnymi a okrdhlymi
jadrami miestami s jadierkami. SU pritomné
len celkom ojedinelé mitézy s absenciou
atypickych foriem. Nadorové bunky rastu
solidne a mikrocysticky. Nie st pritomné
nekrdzy, nie je vyraznejsia nddorovéa
dezmoplazia.



V $pecialnom farbeni Alcianova modré/
PAS neidentifikujeme zymogénne granuly,
zachytené s nédpadnejsie extracelularne

i intraceluldrne sekrécie vykazujuce
pozitivnu reakciu.

Imunohistochemické vysetrenie:
Nadorové bunky vykazovali vyraznu
pozitivnu expresiu s protilatkami SOX10,
CK7, S100, CEA a vimentin

Fokalna pozitivna expresia:
GATA3

Slaba ojedinela pozitivna expresia:
GCDFP, CK14, DOG1

Prolifera¢ny index Ki 67:
cca5-10%

Bez expresie:
p63

Pripad sme predbezne uzavreli ako
sekre¢ny karciném (MASC - mammary
analogue secretory carcinoma), pricom
v diferencialnej diagnostike sme zvazovali
aj acinic cell carcinoma a onkocyticky
tumor.

Nasledne sme material zaslali na konzulta¢-
né vysetrenie prof. MUDr. A. Skélovej, CSc.,
Biopticka labolator, s.r.o., Plzen. Z kon-
zultaéného pracoviska potvrdili diagnézu
sekrec¢ny karciném malej slinnej Zliazky
podnebia Ustnej dutiny. Pri diagnostike

v laboratériu patolégie vyuzili aj metédu
fluorescencnej in situ hybridizacie (FISH),
ktorou detekovali zZlom génu ETV6.

Zaver

Sekre¢ny karciném malej slinnej
Zliazky tvrdého podnebia Ustnej dutiny
(M-8502/3)

Diskusia

Sekrecny (sekretoricky) karciném patri
medzi vzacne karcinémy slinnych Zliaz.
Prvykrét bol opisany v roku 2010 ako
MASC (mammary analogue secretory
carcinoma), pricom sekre¢ny karciném
ako taky bol prvykrat opisany v roku
2008 ako novy druh karcinému prsnika.
Sekrecny karciném slinnych Zliaz bol
do WHO Kklasifikacie tumorov zaradeny
v 4. edicii z roku 2017 ako ,secretory
carcinoma”.
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Imunohistochemické farbenie GATA3.

Okrem prsnika a slinnych Zliaz bol sekrecny
karciném velmi opisany aj v inych lokalitach
- horné dychacie cesty, Stitna zlaza, koza.

Sekrec¢ny karciném slinnych Zliaz bol
v minulosti diagnostikovany najc¢astejSie
ako karcindm z acinarnych buniek (acinic

PRIPAD Z PRAXE
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cell carcinoma), najma ako tzv. zymogen
poor variant, dalej ako mukoepider-
moidny karciném s nizkym stupriom
malignity (low-grade mucoepidermod
carcinoma) a ako blizSie nespecifikovany
adenokarciném (adenocarcinoma NOS).
NajcastejSie sa vyskytuje v priusnej Zlaze
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(70 %), dalej na perach, tvrdom podnebi
a v podsankovej zlaze. V diferencialnej
diagnosticke sekre¢ného karcinému
slinnych Zliaz do Gvahy prichddza vzhladom
na vyrazni morfologické podobnost
karciném z acinarnych buniek, kde sa na
Urovni svetelnej mikroskopie opierame
okrem iného o pritomnost/nepritomnost
bazofilnych PAS+ zymogénnych intracyto-
plazmatickych granudl a na mierne odlisny
imunohistochemicky profil (najma: S100,
mammoglobin, vimentin, DOGL1). Pri
sekre¢nom karcinéme je (oproti karcinému
z acinarnych buniek) castejsi vyskyt

u muzov a ¢astejSia extraparoticka lokalita.
V sticasnej bioptickej diagnostike je zlatym
Standardom aj potvrdenie Specificke]
cytogenetickej charakteristiky t(12; 15)
(913;925): ETV6-NTRKS3 translokacia

s fuziou génov ETV6-NTKR3, demonstro-
vanej bud vysetrenim FISH, alebo PCR.
Fazia génov ETV6-NTKR3 nebola opisana
pri inom karcinéme slinnej Zlazy. Recentne
boli velmi vzacne opisani aj inf fuzni
partneri ETV6.

Délezitost molekulovo-biologického
vySetrenia je umocnend moznostou cielenej
liecby NTRK inhibitormi (larotrectinib,
entrectinib).

Do roku 2019 bolo opisanych 63 pripadov
sekre¢ného karcinému malych slinnych
Zliazok.

Zhrnutie

Sekrec¢ny karciném slinnych Zliaz je

vzécny primarny novotvar slinnych Zliaz.
Najcastejsie bol (a stale je) nespravne
diagnostikovany ako karciném z acinarnych
buniek.

Vykazuje charakteristicky cytogeneticky
profil s naslednou fuziou génov, ¢o je nielen
diagnostickym, ale aj pripadnym prediktiv-
nym, resp. terapeutickym znakom. Tento
fakt zdoraznuje skutoénost, ze v moderne;j
dobe patria molekulovo-biologické vyset-
renia vykonavané z formolom fixovaného
tkaniva zaliateho do parafinovych blokov
do gescie laboratéria patolégie.
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Imunohistochemické farbenie S100 - klticové v tomto pripade.
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KLINICKY VYZNAM

Refluxné choroba je spatny tok zalidocnych kyselin cez
zviera¢ v hornej Casti Zalidka do pazeraka, ¢asto aj do
dychacich ciest, kde nésledne sposobuje cely rad priznakov.
Reflux je civilizaéna choroba, medzi priciny jeho vzniku sa
zaraduju zlé stravovacie navyky, alkohol, uzivanie niektorych
liekov proti bolesti, stres a Zivotny Styl vSeobecne.

Gastroezofagealny reflux (GERD) je znamy tym, Ze spbsobuje
palenie zahy a regurgitaciu. O laryngofaryngealnom refluxe
(LPR) hovorime vtedy, ked obsah Zaltidka zateka do hltana

a hrtana a poskodzuje dychacie cesty. Medzi priznaky LPR
patria bolesti v krku, chronicky kasel, zmeny hlasu, chrapot,
astma a bolesti usi.

Reflux méze byt nebezpecny, lebo ked neddjde k véasnej
diagndze a liecbe, moéze dojst k poskodeniu pazeraka.
V niektorych pripadoch je reflux pévodcom rakoviny hrtana.

Peptest je novy, presny a neinvazivny test slin na dokaz
refluxu. Test je zaloZeny na merani koncentracie enzymu -
pepsinu v slinach. Pepsin v zaltdku stiepi bielkoviny a ked'sa
nachéadza mimo zaltidka, tak ¢lovek trpi refluxom. Meranim
presnej koncentracie pepsinu v slindch vieme stanovit
zévaznost refluxu a sledovat Uspesnost liecby.

INDIKACIA:
o Gastroezofagealny reflux (GERD).
o Laryngofaryngealny reflux (LPR).

INDIKACNE OBMEDZENIA:
Bez indika¢nych obmedzent, vysetrenie len v samoplatcov-
skom rezime, cena 45 €.

PREDANALYTICKE INFORMACIE:

Odberové skiimavka na spatum s kyselinou citrénovou,
odber nala¢no alebo do 15 minut od priznakov refluxu,
dopravit do laboratéria (oddelenie klinickej imunolégie) pri
2 - 8 °Cv den odberu standardnym zvozom.

POSTUP ODBERU:

1. 48 hodin pred odberom vzorky nekonzumovat alkalicku
vodu, antacidy a lieky s obsahom alginatov (napr.
Gaviscon).

2. 30 mindt pred odberom vzorky nekonzumovat sytené
napoje, napoje s obsahom kofeinu a nefajcit.

3. Odkadlite si a naplite odberovi skiimavku odkasla-
nymi slinami/spatom. U deti sliny zbierajte pomocou
Pasteurovej pipety z Gstnej dutiny.

4. Postup opakujte, kym skiimavku nenaplnite po rysku
(1 ml). Treba prisne dodrzat pomer sliny/kyselina
citrénova!

5. Odberovu skiimavku dékladne pretrepte.

6. Vyplnte ziadanku IMZ alebo IMR a material oznacte
¢iarovym kédom.

7. Material treba dopravit do laboratéria (oddelenie klinickej
imunolégie) pri 2 - 8 °C v der odberu Standardnym
zvozom.

MATERIAL:
Sliny, spatum

INTERFERENCIA:

NAZOV VYSETRENIA:
Peptest

SKRATKA A SYNONYMUM:
Peptest

JEDNOTKA:
ng/ml

DOSTUPNOST VYSETRENIA:
Denne, vysledky do 1 tyzdna
Centralne laboratérium Bratislava

PRINCiP STANOVENIA:
In vitro rychlotest s obsahom 2 monoklonovych protilatok
pepsinu

REFERENCNE HODNOTY:
0 ng/ml - negativny vysledok

16 ng/ml - minimélna hladina pepsinu - odporicame zmenu
Zivotospravy a test opakovat o 12 mesiacov

75 ng/ml - nizka hladina pepsinu - odpori¢ame zmenu
Zivotospravy a test opakovat o 6 mesiacov

125 ng/ml - stredna hladina pepsinu - odportcame liecit
symptomy a test opakovat o 3 mesiace

> 200 ng/ml - vysoka hladina pepsinu - pritomnéa patologicka
forma refluxu, pacient vyzaduje lie¢bu a monitoring

VYPRACOVALLI:

Medirex, a.s.: Mgr. Kinga Szabdova, manazér klinickej
imunolégie a alergolégie Medirex, a.s., pre
zapadné Slovensko

Medirex, a.s.. RNDr. Marcela Popoviiakova, manazér
klinickej imunolégie a alergolégie Medirex,
a.s., pre vychodné Slovensko

KONTAKT:

+421 908 297 713, kinga.szaboova@medirex.sk
+421 918 824 811, marcela.popovnakova@medirex.sk
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SARS-CoV-2 - COVID-19

protilatky IgA,

KLINICKY VYZNAM

Koronavirus SARS-CoV-2 spésobuje ochorenie COVID-19.
Infekcia tymto virusom sa prejavuje od bezpriznakového prie-
behu cez mierne symptémy, hortcku, kasel, dychacie tazkosti,
Unavu, kozné prejavy az po respiracné zlyhanie s nasledkom
smrti. Viysoko rizikovymi skupinami na tazsi priebeh ochorenia
su seniori a ludia s vaznymi zakladnymi ochoreniami, ako

su chronické plicne ochorenia, ochorenia srdcovocievneho
systému, obli¢iek, pecene, cukrovka, obezita a imunosupri-
movani pacienti. Dékaz protilatok sa neodporuca pouzivat na
stanovenie aktivnej infekcie. Tvorba protilatok trva typicky od
1 do 3 tyzdnov od infekcie virusom SARS-CoV-2. U niektorych
jedincov moéze byt tvorba protilatok ¢asovo dlhsia ako

v typickych pripadoch. Nie je zndma protektivna hladina proti-
latok pred reinfekciou. Klinicky vyznam stanovenia spociva
skor v dodato¢nom dohladani jedincov s asymptomatickym,
pripadne atypickym priebehom ochorenia, alebo kontroly
pritomnosti neutralizaénych protilatok.

K dispozicii su dva typy testov:

1. ELISA (enzymova imunoanalyza) - deteguje pritomnost
protilatok proti nukleokapsidovému N proteinu, ktory
sa nachadza pod obalom virusu. Jeho pritomnost sa
vyskytuje iba u ludi po prekonanf infekcie SARS-CoV-2,
pripadne u pacientov oc¢kovanych celoviriénovou vakcinou
(oslabeny virus).

2. CLIA (chemiluminiscencia) - deteguje pritomnost
protilatok proti S1 a S2 proteinu, ktory sa nachadza na
povrchu virusu. Vytvaraju sa ako po prekonani ochorenia,
tak aj po ockovani mRNA, pripadne inymi vakcinami.
Protilatky proti S1 a S2 proteinom su neutralizacné
a poskytuju ochranu pred reinfekciou. Nie je vsak znéme,
ak& minimalna hladina musi byt pritomn4, ani ako dlho
bude ¢lovek chraneny pred infekciou, resp. reinfekciou.

PREDANALYTICKE INFORMACIE

Odber plnej krvi do standardnej gélovej biochemickej
skimavky bez protizrazanlivého prostriedku cca

3 -5 ml (krv sa musi zrazit). Transport vzorky pri teplote
2°Caz8°Cdo 5 dni. Pri dlhdom skladovani treba vzorky
skladovat pri =20 °C a menej.

Interferencie:
ELISA metodika: uvedené koncentracie vybranych analytov
spésobili zmenu menej ako 15 % v intenzite signalu:

Analyt Testovana koncentracia
Albumin 60 mg/ml
Bilirubin konjugovany 0,4 mg/ml
Bilirubin nekonjugovany 0,4 mg/ml
Cholesterol 4 mg/ml
Hemoglobin 10 mg/ml
Triglyceridy 15 mg/ml

1gM, 1gG

CLIA metodika: testované koncentrécia vybranych analytov
nepreukdzala v teste ziadnu interferenciu:

Analyt Testovana koncentracia
Biotin 3500 ng/ml
Triglyceridy 30 mg/ml
Hemoglobin 10 mg/ml
Nekonjugovany bilirubin 0,40 mg/ml
Konjugovany bilirubin 0,40 mg/ml
Celkovy cholesterol 4 mg/ml
Paracetamol 500 mg/ml
Ibuprofen 500 mg/ml

Referencné rozpatie ELISA:
(enzymova imunoanalyza) pre kvalitativne IgM, IgA a 1gG
protilatok proti nukleoproteinu SARS-CoV-2

negativny vysledok IgA, IgM, IgG hodnoty < 9 NTU
pozitivny vysledok IgA, I1gM, IgG hodnoty > 11 NTU
hrani¢ny vysledok IgA, IgM, 1gG hodnoty 9 - 11 NTU

Referencné rozpatie CLIA:
(chemiluminiscencia) pre kvantitativne stanovenie IgG
protilatok S1 a S2 proteinu SARS-CoV-2

negativny vysledok IgG hodnoty < 12 AU/ml
pozitivny vysledok 1gG hodnoty > 15 AU/ml
hrani¢ny vysledok 1gG hodnoty 12 - 15 AU/ml

Referencné rozpdtie aj rozsah merania sa méze menit pri
aktualizdcii na vysSiu generdciu testu.

Vypracovala:

Medirex, a.s.. MUDr. Emilia Mikova
emilia.mikova@medirex.sk

Kontakt: Klientske centrum 0800 00 30 30

Bratislava 5. 2. 2021
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3. Pribalovy letak: NovaTec Immunodiagnostica GmbH; Novalisa® SARS-CoV-2
(COVID-19) IgG ELISA.

4. Pribalovy letak: NovaTec Immunodiagnostica GmbH; Novalisa® SARS-CoV-2
(COVID-19) IgM ELISA.

5. Pribalovy leték: NovaTec Immunodiagnostica GmbH; Novalisa® SARS-CoV-2
(COVID-19) IgA ELISA.

6. Pribalovy letak: DiaSorin S.p.A.; LIAISON® SARS-CoV-2 S1/S2 IgG.
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Definicia

Podla Svetovej zdravotnickej organizécie
(WHO) je chronicka leukocytova leukémia
(CLL) klonalne ochorenie lymfocytov, ktoré
vznikd nddorovou transforméciou a prolife-
raciou B-buniek, tzv. malych B-lymfocytov.
Pri CLL st nadorové bunky pritomné

v periférnej krvi (PK) v mnoZstve > 5 x 10%/1,
infiltruju kostnu dreni (KD) a lymfatické
uzliny.

Epidemiolégia

CLL je najcastejsie sa vyskytujucim typom
leukémie u dospelych v Eurépe a v Severnej
Amerike. Ochorenie len zriedka postihuje
[udi mladsich ako 50 rokov, najcastejsie

je diagnostikované u pacientov vo veku

nad 65 rokov Zivota, pricom castejsie sa
vyskytuje u muzov ako u zien. Klinicky
priebeh CLL je extrémne variabilny od
indolentnej az po velmi agresivnu formu,
preto aj median prezivania pacientov

s tymto ochorenim variruje od 18 mesiacov
do viac ako 10 rokov. Ochorenie prebieha
roky bez priznakov a Casto je diagnostikova-
né ndhodne pri preventivnych prehliadkach,
kedZze takmer polovica pacientov je
asymptomaticka. (11, 7)

Diagnostika

NajdolezitejSie na stanovenie diagndzy

je morfologické vysetrenie PK pomocou
prietokovej cytometrie. Typickym nalezom
u pacientov s CLL je pritomnost viac

ako 5 x 10%/1 klonalnych B-lymfocytov

s charakteristickym fenotypom - expresia
povrchovych antigénov CD5+, CD19+,
CD20+, CD23+ a nizka expresia znaku
CD79b a FMC7. (6) KedZe CLL patri

k ochoreniam s velmi variabilnym klinickym
priebehom, je poznanie prognostickych
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faktorov velmi délezité z hladiska vyberu
vhodnej lie¢ebnej stratégie. Standardne
sa pouzivaju dva celosvetovo akceptované
metddy staigingu, a to systém podla Raia
(tab. 1) a systém podla Bineta (tab. 2).
Medzi dal3ie ,tradi¢né” prognostické
faktory patria zdvojovaci ¢as lymfocytov

a infiltracia KD, ktoré nam uréuju, do akej
miery je ochorenie u pacienta rozvinuté,
ale neumoznuju predpovedat priebeh

u pacientov v ranych stadiach CLL. Rychly
rozvoj molekulovej bioldgie a genetiky
vsak priniesol nové prognostické markery
- chromozémové aberécie, mutacny stav
génu pre variabilnt Cast tazkého retazca
imunoglobulinu (IGHV), expresia znaku
CD38 a kinazy ZAP-70 (zeta asociovany
protein) (tab. 3), ktorych poznanie vyrazne
ovplyvnriuje progndzu pacienta a dalsi
terapeuticky postup. (4, 14, 5)

Mutacny stav génov pre IGHV

Vyraznym posunom pri stanoveni prog-
nézy pacientov s CLL bolo zistenie, Ze asi

u polovice pacientov je pritomna somaticka
hypermutécia vo variabilnej oblasti génu
pre /IGHV. Ak je rozdiel v nukleotidovej
sekvencii > 2 % oproti zarodoc¢nej linii, ide
o mutovany stav /GHV génu (M-IGHV)
oproti nemutovanému stavu (UM-IGHV),
pri ktorom je homolégia so zarodo¢nou
liniou vacsia alebo sa rovna 98 %. Pacienti
s mutovanou formou maju priaznivejsiu
progndzu ochorenia s medidnom prezitia
25 rokov oproti 8 rokom pri nemutovanej
forme, pri ktorej dochéadza k rychlej progre-
sii s rozvojom cytogeneticky nepriaznivych
markerov. Analyza /GHV segmentov
preukézala prednostny vyskyt Specifickych
VH segmentov v zavislosti od muta¢ného
statusu. Pri mutovanej forme sa prednostne
vyskytuje segment VH1-69 /GH génu na
rozdiel od pripadov s pozitivnym mutacnym

lymfocytova leukémia

statusom, kde sa vyskytuje segment VH3-21,
ktory ma zlG prognézu. Avsak pritomnost
segmentu VH3-21 je asociovana so zlou
progndzou ochorenia nezavisle od vysledku
mutacného statusu. Kedze zostava mutacny
status pocas ochorenia stabilny, patri

k najcastejSie vyuzivanym prognostickym
markerom. (8, 2, 5)

Chromozémové zmeny

Typicky geném CLL zahrna viac ako 2 000
molekulovych Iézii. Len niekolko mutécif

sa objavuje u pacientov s frekvenciou viac
ako 5 %. Priblizne 80 % pacientov s CLL ma
vSak aspon jednu zo Styroch najznamejsich
chromozémovych zmien - deléciu 13q14,
deléciu 11923, deléciu 17p13 a trizémiu 12,
na zéklade ktorych je mozné pacientov
rozdelit do prognostickych skupin a zvolit
individualny terapeuticky pristup. (9)

Delécia 13q14 (obr. 1) je najcastejsie sa
vyskytujica chromozémové aberacia, ktora
sa spaja s priaznivou prognézou. Priaznivy
charakter delécie sa straca v pritomnosti
pripadov ide o monoalelickl deléciu, no
mdze dojst aj k delécii na oboch alelach ale-
bo st pritomné obe formy stcasne. Oblast
1314 bola intenzivne skiimané, ale zatial sa
nepodarilo jednoznac¢ne dokazat pritom-
nost urcitého génu s tumorsupresorovym
Ucinkom s Ulohou v patogenéze CLL. Su
zname iba kandidatne gény. Predpokladalo
sa, ze ide o gén RB1 (retinoblastom

genl), ale vyskum ukazuje, Ze tento gén

sa nachadza mimo minimélnej deletovanej
oblasti a pozornost sa tak obracia na malé
nekdédujiuce micro-RNA - miR-15a (gén
MIRI5A) a miR-16-1 (gén MIR161), ktoré

v normalnych bunkach inhibuji expresiu
kld¢ovych regulatorov apoptdzy a bunko-
vého cyklu. Ak dojde k delécii tejto oblasti,
tento inhibicny efekt sa narusi, a preto maju



tumordzne B-bunky vyhodu v prezivani na
Ukor normélnych buniek, ¢o vedie k vyvoju
CLL. Onkoprotein Bcl2 (B-cell lymphoma 2)
je cielom posttranskripénej represie tumor-
supresorov miR-15a a miR-16-1. Ak déjde

k delécii génov MIR15A a MIR161, je protein
Bcl2 exprimovany vo velmi vysokej hladine
a vyvazuje velké mnozstvo aktivatorov
apoptdzy, ¢im udrzuje prezivanie nddoro-
vych buniek. Ak je BCL2 gén blokovany,
dojde k vytesneniu aktivatorov apoptdzy

z molekuly BCL2 a k spusteniu apoptickej
kaskady. (12)

Z historického hladiska bola prvou
objavenou chromozémovou zmenou
trizémia chromozému 12. Je to najcastejSia
numerickd zmena, pri ktorej sa amplifi-
kuje geneticky material. M6ze dochadzat

k duplikacii celého chromozému alebo

Tab. 1: Klasifikdcia podla Raia

len k zmnoZeniu segmentu medzi 12q13

a 12g21.2. Analyza chromozému 12
preukazala, ze minimalny ziskany regién je
lokalizovany v oblasti 12q13-q15, kde st
pritomné gény CDK2 (cyclin-dependent
kinase 2), CDK4 (cyclin-dependent kinase
4), STAT6 (signal transducer and activator
of transcription 6), APAF-1 (apoptic peptida-
se activating factor 1) a MDM-2 (Mdm?2
p53 binding protein homolog). Tieto gény
su zapojené do kontroly bunkového cyklu

a apoptdzy, ale ich dloha v patogenéze CLL
nebola preukézana. Tato chromozémova
aberacia je asociovana s intermediarnou
progndzou ochorenia. Vyskytuje sa

v 15 % - 20 % pripadov a z toho v 60 %
ako izolovanéa aberécia. Trizémia 12 je

silno asociovana s atypickou morfolégiou

a imunofenotypom lymfocytov a pacienti

Stadium Kritérium Medidn Riziko
preZivania rr.
0 lymfocytéza v PK a KD viac ako 30 % viac ako 10 r. nizke
I lymfocytéza + lymfadenopatia (LAP) 8r. stredné
Il lymfocytéza + splenomegalia alebo hepatomegalia + LAP 5-7r stredné
. lymfocytéza + anémia + LAP (Hb menej ako 110 g/1) 2-4r. vysoké
IV. lymfocytdza + trombocytopénia + LAP (Tr menej ako 100 g/I) | menejako 2 . vysoké
Tab. 2: Klasifikdcia podla Bineta
Stadium Kritérium lymfocyt6za +: l\flledla.n Riziko
preZzivania rr.
A lymfocytéza + postihnutie < 2 oblasti uzlin* (Hb, Tr > 100) 12r nizke
lymfocytéza + postihnutie > 3 oblasti uzlin* (Hb, Tr > 100) 5-7r stredné
lymfocytéza + anémia** (Hb < 100 g/I) a/alebo trombocyto- B .
c pénia (Tr < 100 x 109/1) 2-4r vysoké

Oblasti podla Bineta:

|. oblast: hlava, krk, tzv. Waldayerov okruh
II. oblast: axily

Ill. oblast: inguiny

IV. oblast: palpovatelna slezina

V. oblast: palpovatelna pecen

Tab. 3: Prognostické ukazovatele pri diagnéze B-CLL

Prognéza
Horsia Lepsia
Nemutovany /GHV gén Mutovany IGHV gén
ZAP 70+ ZAP 70-
CD38+ (> 30 % expresia) CD38-
11923 13q14, trizémia (12)

17p13 delécia (p53)

Normaélny karyotyp

Diftizna infiltracia KD

Intersticidlna a nodéalna infiltracia KD

DOBRE VEDIET

s touto aberaciou maju CastejSie mutované
gény pre IGHV. (9)

K prognosticky nepriaznivym chromozé-
movym aberaciam patri delécia 11922
(obr. 1), ktora je pozorovana u 10 - 20 %
pacientov. V oblasti 11q22-23 sa nachadza
niekolko kandidatnych génov, ako napriklad
FDX (ferredoxin 1), MLL (mixed lineage
leukemias), RDX (radixin), no pri CLL je
najcastejsie opisovany gén ATM (ataxia
teleangiectasia mutated). Jeho funkciou

je pri poskodeni DNA fosforylovat protein
p53, ktory nésledne indukuje v bunkach
apoptézu. Poskodené funkcia vedie

k deregulacii bunkového cyklu a akumulacii
malignych B-buniek, ktoré su nachylnejsie
na vznik pridavnych genetickych aberacii.
Delécia 1122 sa spéja s horSou prognézou
a agresivnejSim priebehom ochorenia, a to
hlavne u mladsich pacientov. (10, 9)

Delécia 17p13 je asociovana s velmi
agresivnym priebehom ochorenia

a rezistenciou na terapiu, pretoze narusa
expresiu génu TP53 (tumor protein p53),
ktory je lokalizovany v tejto oblasti.
Tumorsupresorovy gén TP53 kdéduje protein
p53, ktory ma vyznamnu funkciu v ramci
bunkovej regulacie. Jeho vysoka hladina
sposobuje zastavenie bunkového cyklu
alebo apoptézu, ¢im zamedzuje nahroma-
deniu mutécii a ich prenosu do dcérskych
buniek. Bunky, ktorym protein p53 chyba,
sU menej stabilné a st nachylné na tvorbu
nadorov. V zdravych bunkach je jeho
hladina velmi nizka. K akumulacii dochadza
pri genotoxickom strese, ked stresové
signaly iniciuju posttransla¢né modifikacie
p53, ktoré vedu k jeho aktivacii. Protein p53
je délezitym transkripénym faktorom, ktory
aktivuje gén kodujuci p21 protein. Aktivacia
p21 vedie k zastaveniu bunkového cyklu

v G1 faze, inhibuje CDKZ2/cyklin E a za-
medzuje aktivaciu £2F-1, ktory podporuje
transkripciu génov potrebnych pre prechod
z G1 do S fazy. Medzi cielové gény pre p53
patri aj MDM2 (murine double minute 2).
Protein mdm?2 tvori komplex s p53 a spatne
inhibuje jeho transkripénu aktivitu. Mdm 2
posobi ako negativny regulator a funguje
ako ubikvitin 3 ligaza, podiela sa na
degradacii p53, zaistuje jeho nizku hladinu
v zdravych bunkach a zaroven reguluje sam
seba. V Case stanovenia diagndzy je dolezité
sledovat nielen deléciu génu TP53, ale aj
jeho mutacny status (nemusia sa vyskytovat
sucasne), kedze to umoznuje zaradit
pacienta do ,ultra high-risk” CLL skupiny

a zaujat spravny lieCebny postoj. Mutacny
status by mal byt vySetreny este pred
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zacatim terapie a v pripade pritomnosti
mutécie je ho nutné sledovat pocas liecby.
(1,10,12)

DalSie chromozémové zmeny

Medzi dalSie chromozémové zmeny,

ktoré sa vyskytuju u pacientov s CLL,

patria delécia 6q, translokacie v oblasti
14932, trizémia 3q alebo trizémia 8q. Tieto
chromozémové zmeny tvoria len malu cast
nalezov u pacientov a ich vyznam nie je
presne objasneny. (3)

Metody detekcie chromozémovych
aberacii u pacientov s CLL

Klasické cytogenetické vysetrenie

Zakladnou vySetrovacou metédou na
odhalenie cytogenetickych aberacii

u pacientov s CLL je analyza karyotypu. Ide
o kultivaénd metédu, ktorej cielom je ziskat
lymfocyty v mitotickej faze bunkového cyklu,
ked su chromozémy Spiralizované a je ich
mozné usporiadat do podoby karyotypu na
zéklade velkosti, umiestnenia centroméry

a pruhov vzniknutych farbenim. Materidlom
pre klasické cytogenetické vysetrenie CLL
je KD, ktora sa odobera do skimavky

s heparinom, ktory zabranuije jej zrazaniu.
Ziskany material sa kultivuje v kultivacnom
médiu v termostate pri 37 °C po dobu 24
hodin, nasledne sa bunkové delenie zastavi
pridanim kolchicinu v $taddiu metafézy. Po
pridani hypotonického roztoku KCI d6jde

k napucaniu buniek a chromozémy su
usporiadané v ekvatorialnej rovine. Bunky
sa fixuju zmesou metanolu a kyseliny
octovej a po posledne;j fixacii sa sediment
buniek nariedi fixaénym roztokom na
priehladnl suspenziu. Suspenzia sa kvapka
na odmastené podlozné skla, ktoré su
vystavené pdsobeniu trypsinu. Na zaver su
preparaty zafarbené farbivom (C-band).
Pripraveny preparat sa hodnoti v svetelnom
mikroskope, Standardne sa vyhodnocuje
20 mit6z a najdené chromozémové zmeny
su popisované podla medzindrodného
systému cytogenetickej nomenklatdry
(ISCN). Nevyhodou tohto vysSetrenia je, ze
nedokaze zachytit submikroskopické zmeny
pod detekénym limitom metddy, a preto je
vhodné doplnit aj dalsSie molekularno-cyto-
genetické vysetrenia.

Fluorescencna in situ hybridizacia (FISH)
Metdda FISH priniesla obrovsky prinos

v diagnostike pacientov s CLL, kedZe umoz-
fuje pozorovat genetické zmeny v bunkach
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Obr. 1: Karyotyp pacienta s CLL. 46, XX, del(11)(q21),del(13)(q14).
Prevzaté z: https.//images.app.goo.gl/c6rpnaD9dfoFZGVT9
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Obr. 2: Chromozémovd mapa - sonda XL DLEU/TP53; cerveny signdl - oblast 13q14, zeleny signdl

oblast 17p13.

Prevzaté z: https.//metasystems-probes.com/en/probes/xl/d-5067-100-og/

aj v interfaze. Vyhodou je, Ze nezavisi od
ziskania mitéz ako klasické cytogenetické
vySetrenie. Princip metddy spociva

v hybridizécii fluorescen¢ne znacenej DNA
sondy ku komplementarnemu tseku DNA
na niektorom z chromozémov pacienta.
Pomocou $pecifickej sondy je mozné overit
pritomnost o¢akavanej chromozémove;j
abnormality u pacienta s CLL. Materidlom
pre FISH analyzu je PK alebo KD, z ktorych
sa spracovanim zhotovi bunkové suspenzia,
ktorej nakvapkanim sa pripravi preparat.
Standardne sa hodnoti 200 interfaznych

jadier a vysledok sa interpretuje ako
percento jadier, ktoré obsahuju viac ako dve
kopie urcitého cielového lokusu, respektive
ako percento buniek vykazujucich stratu,
pripadne nadbytok v urcitej oblasti chro-
mozdému. Na vysetrenie pacientov s CLL
pomocou FISH sa zvycajne vyuziva panel
sond, ktorymi je mozné odhalit najcastejSie
sa vyskytujice prognosticky vyznamné
chromozomalne zmeny del(13q) (obr. 2, 3),
trizoémiu 12, del(11q) a del (17p). Taktiez

je mozné sledovat prestavby génu /GH na
14. chromozdéme a vznik fiznych génov.



NajcastejSie ide o reciproku translokaciu

s ¢astou dlhého ramienka chromozému
18, kde sa nachadza gén BCL2 alebo
translokaciu s dlhym ramienkom chromo-
zému 11 (gén CCND1/MYEOV). Vyhodou
tejto metddy je, Ze dokaze zaznamenat

aj chromozdmové aberacie, ktoré nie su
pomocou klasického cytogenetického
vySetrenia detekovatelné.

Liecba

V stcasnosti patri CLL k nevyliecitelnym
ochoreniam, no vdaka v¢asnej diagnostike
a liecbe je mozné docielit dlhotrvajidcu
kompletnd remisiu a zaistit tak pacientovi
dobru kvalitu Zivota. Len ¢o sa dosiahne
stav remisie, liecba sa prerusi a pacient
nasledne podstupuje kontroly, aby bolo
mozné zachytit v€as navrat ochorenia

a obnovit lie¢bu. Pre vyber liecebnej
stratégie su rozhodujlce vek a vykonnostny
stav pacienta, komorbidity, rizikové faktory,
ako aj odpoved na predchadzajlcu terapiu.
Vo vieobecnosti su pacienti s nizkym
rizikom (Rai 0 a Binet A) bez liecby,
uplatriuje sa u nich stratégia ,watch and
wait”, lie¢bu vadsinou naordinuje lekar az
v pripade tretieho alebo stvrtého stupna
Rai, resp. stupna ,C" Binetovej stupnice.

U mladSich pacientov s nepriaznivou
progndzou je mozné podstupit transplan-
taciu KD, ktord ma potencial kompletne
odstranit maligne bunky, ale je spojena

s vysokou Umrtnostou. Prave rozvoj
poznatkov z oblasti genetiky a molekulovej
biolégie zabezpecuju pacientovi terapiu
,Sitd na mieru”. Prikladom je poskodenie
génu TP53, mutaciou a/alebo deléciou,
ktoré spdsobuje rezistenciu pacienta na
chemoimunoterapiu a pri lie¢be je nutné
vyuzit inhibitory BCR signalnej dréhy.
(13,11,5)

Zaver

Vzhladom na zna¢nd heterogenitu
klinického priebehu CLL je poznanie prog-
nostickych markerov nevyhnutnou stcastou
pri zvoleni vhodnej liecebnej stratégie

u pacientov s tymto ochorenim. Zavedenie
molekulovogenetickych parametroy, ako je
mutacny stav IGHV alebo chromozdémovych
aberacii do klinickej praxe umoznilo
zefektivnit terapiu a prediZit prezivanie
pacientov s CLL. Vzhladom na pribudajice
poznatky o patogenéze tohto ochorenia

a vyvoj sofistikovanejsich detekénych
pristupov je mozné ocakavat, ze pribudnu
aj nové prognostické markery, ktoré zlepSia
kvalitu Zivota pacientov.

DOBRE VEDIET

Obr. 3: Sonda XL DLEU/TP53. FISH analyza - del(13)(q14), cerveny signdl - oblast 13q14, zeleny signdl
oblast 17p13.
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CML je klonédlne myeloprolifertivne nadoro-
vé ochorenie, ktoré vzniké neoplastickou
transformaciou jedinej progenitorove;j
pluripotentnej hemopoetickej kmenovej
bunky s diferenciaciou prevazne do
myeloidného radu. Je charakterizovana
pritomnostou klonalnej expanzie kmernovej
bunky s reciprokou translokaciou medzi
dlhymi ramenami chromozémov 9 a 22,
t(9;22) (g34;q11), oznacovanej ako
Philadelphia chromozém. (2)

Histéria

Chronické myelocytova leukémia (CML) je
prvym onkohematologickym ochorenim,
pri ktorom sa podarilo preukazat, ze jeho
pri¢inou je genetickd chromozomalna
abnormalita - Philadelphia chromozém
(Ph). Ph chromozém ako prvi opisali cyto-
genetici Peter Nowel a David Hungerford
v roku 1960 vo Philadelphii. V roku 1973
Janet Rowleyovd pomocou pruhovacej
techniky farbenia chromozémov urcila, ze
tento chromozdém je vysledkom reciprokej
translokacie (vymeny casti nehomologic-
kych chromozémov bez straty genetického
materialu) medzi chromozémami 9 a 22.
V roku 1983 bolo objasnené, ze do trans-
lokéacie je zapojeny protoonkogén ABL,
normalne lokalizovany na chromozéme 9
(Heisterkamp, 1983). Partnersky gén, ktory
vstupuje do translokécie na chromozéme
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22, bol uréeny neskoér (Groffen, 1984) a bol
oznaceny ako BCR (1)

Patofyziologia

CML je charakterizovana pritomnostou
chromozomalnej aberécie, ktora je
vysledkom reciprokej translokacie medzi
dlhymi ramenami chromozémov 9 a 22,
t(9;22) (g34;q11) (obr.1) oznacovanej

ako Philadelphia chromozém (Ph). Ph
chromozém je teda skrateny chromozém
22 vznikajdci danou translokaciou. Ph je
identifikovatelny az u 90 % pacientov a asi
5 % pacientov ma pritomny iba BCR/
ABL fuzny gén, ktory sposobuje identické
ochorenie. Opisované su aj pripady s CML
fenotypom bez nalezu Ph chromozému

a aj bez nalezu BCR/ABL fazneho génu.
Doposial viak nebola opisana etiologia
takychto pripadov. (3) Protoonkogén ABL
kédujuci tyrozinkinazu lezi na chromozéme
9.V dobsledku translokéacie je tento
protoonkogén flizovany s génom BCR
lokalizovanom na chromozéme 22. Flziou
tychto génov vznika patologicky fuzny

gén BCR/ABL, ktory konstitutivne kéduje
produkciu vysoko aktvineho proteinu
BCR/ABL so silnou tyrozinkinazovou
aktivitou (TK). TK je aktivdtorom mnozstva
proteinov zapojenych do signalnych drah
podielajdcich sa na kontrole bunkového
cyklu. V patologickom stave tento protein

nevyzaduje aktivaciu dalsimi proteinmi

a sam neregulovatelne aktivuje kaskadu
dalsich proteinov, v désledku ¢oho
dochédza k nekontrolovatelnému deleniu
buniek, inhibicii oprav DNA a celkovej
nestabilite genému. (4)

Rizikové faktory vzniku CML

Medzi rizikové faktory rozvoja CML

patria vek, pohlavie a predchéadzajuce
oziarenie, napriklad pri lie¢be predoslych
onkologickych ochoreni. Frekvencia vyskytu
CML rastie vo vyssich vekovych skupinach.
Vekovy priemer pacientov s CML sa
pohybuje okolo 60 - 65 rokov zivota, u deti
sa takmer nevyskytuje. O nieco CastejsSie sa
ochorenie vyskytuje u muzov ako u zien,
atov pomere priblizne 1,3: 1.

Vyskyt CML v rodine sa nepovazuje za
rizikovy faktor. Chromozémové mutécie
veduce k rozvoju tohto ochorenia sa
neprendsaju z rodicov na potomkoy,
ale povazuju sa za tzv. ziskané mutécie
nadobudnuté pocas zZivota.

Fazy CML

Prirodzeny priebeh CML je charakterizo-
vany tromi fazami s variabilnou diZkou
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Obr. 1: Schematické zndzornenie t(9;22), vznik Ph chromozému (2).

trvania. V prvej inicialnej faze je diag-
ochorenia je ¢asto sprevadzany celkovymi
nespecifickymi priznakmi a az 30 %
pacientov je Uplne bez fyzickych tazkosti,
CML je im diagnostikovana ndhodne pri
vysetreni krvného obrazu. Medzi podia-
tocné priznaky pacienti udavaju zvysenu
Unavu, stratu hmotnosti, nechutenstvo

a traviace tazkosti stvisiace s nastupom
splenomegalie a hepatomegalie, krva-
cavych az trombotickych stavov. V prvej
chronickej faze sa nachéddza az 95 %
pacientov. S postupnou progresiou CML sa
zhorsuju aj symptémy. V akcelerovanej faze
vyrazna splenomegalia sposobuje tlakom
na okolité orgéany tazkosti a bolesti v oblasti
brusnej dutiny, objavuju sa zvySena teplota
neinfekéného povodu, bolesti kibov a kosti.
Pri CML sa méze prejavit aj extramedularne
postihnutie ktoréhokolvek iného organu.
Tieto prejavy sa vsak uz spajaju s precho-
dom do poslednej blastickej fazy CML,
ktoré svojim priebehom pripomina akdtnu
leukémiu. (5, 6)

Geneticka diagnostika CML

Genetika zohrava v diagnostike onkohema-
tologickych ochoreni velmi délezitd tlohu,
miestami az nevyhnutnd. Kym niektoré
hematologické ochorenia nemaju pritomné
Specifické genetické aberécie, pri vybranych

onkohematologickych diagnézach je
geneticka diagnostika klti¢ova, a to od
stanovenia samotnej diagndzy cez urcenie
progndzy az po sledovanie odpovede na
poskytnutt lie¢bu.

V inicidlne] faze ochorenia je délezité
vysetrit viaceré biologické materiély, ako

g
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st kostna dren a periférna krv. Pojmom
genetické vysetrenie rozumieme pouzitie
réznych typov molekularno-genetickych
metdd na potvrdenie danej diagndzy. Na
nasom oddeleni sa vstupné vySetrenie
realizuje kombinaciou troch vySetrovacich
metod:

e metdédou molekulovej analyzy,

o metddou klasickej cytogenetiky,

e metddou FISH analyzy.

Met6éda molekulovej analyzy

Molekulérna diagnostika CML je zalozena
na potvrdeni existencie vysledku reciprokej
translokacie medzi chromozémami 9

a 22, teda na potvrdeni pritomnosti
fuzneho génu BCR/ABL u pacientov

s CML. Kvantitativne sledovanie tohto
génu umoznuje sledovat odpoved pacienta
na poskytnutu liecbu, teda sledovat tzv.
minimalnu rezidualnu chorobu.

Fazny gén BCR/ABL je detegovany po-
mocou Real time polymeréazovej retazovej
reakcie (RT-PCR), ktora je dostato¢ne
presné a citliva. Ide o najsenzitivnejsiu
genetickl metddu, ktorej citlivost variruje
podla mnoZstva a kvality vzorky a podla
ucinnosti reverznej transkripcie a odhaduje
sa na 10* az 10°. Pre tdto metodiku su
vychodiskovym materidlom leukocyty
periférnej krvi alebo kostnej drene,

Ia& a2 a3 all

b2 b3 el9

m— gl

M-bcr w-ber

BCR-ABL

b2a2

b3a2

Obr. 2: Miesta zlomov BCR/ABL génov (10).
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z ktorych je v prvom kroku izolovana RNA.
RNA je pomocou reverznej transkripcie
prepisana do molekuly komplementarne;j
cDNA a té nasledne slizi ako templat do
PCR. Tato metéda umoznuje urcit presné
miesto zlomu flznych génov BCR a ABL.
Najcastejsie miesta zlomu produktu BCR/
ABL su v oblasti BCR3/ABL2. Menej Casty
je variant BCR2/ABL2. Velmi zriedkavo sa
md&zu objavit variant BCR3/ABL3 a variant
BCR2/ABL3 (obr. 2).

Metéda klasickej cytogenetiky

Metdda klasickej cytogenetiky je zamerana
na detekciu pritomnosti Ph chromozému
(obr. 3), pripadne inych pridavnych
chromozémovych aberécii v karyotype.

Hematopoetické bunky kostnej drene

su kultivované in vitro a nasledne je ich
delenie pozastavené v metafaze bunkového
delenia, ked st chromozémy najlepsie
viditelné. Bunkova suspenzia je spraco-
vana a nanesena na sklicka, kde sa farbi
Speciadlnym G-pruhovanim, ktoré vytvori na
chromozdémoch svetlé a tmavé pruhy. Pre
kazdy chromozém 3$pecifické pruhovanie
umoznuje presne zostavenie karyotypu. Pre
spravnu interpretaciu vysledku hodnotime
vo svetelnom mikroskope 20 metafaz.

U niektorych pacientov sa okrem nalezu Ph
chromozému moéZzu vyskytovat aj pridavné
chromozémové aberéacie, ktoré povazuje-
me za marker ochorenia a ich pritomnost
v karyotype predstavuje progresiu
ochorenia a zhorsovanie prognézy. Mézu
poukazovat na prechod ochorenia do
akcelerovanej ¢i blastickej fazy. NajcastejSie
pozorujeme trizémiu chromozému 8(+8),
duplikaciu Ph(+Ph), trizémiu 19(+19),
pritomnost izochromozému 17(i17), stratu
chromozému Y u muzov. Cytogenetické
vySetrenie je potrebné na potvrdenie
diagndézy CML, ako aj na monitorovanie
cytogenetickej remisie ochorenia.

Metéda FISH (fluorescencna in situ
hybridizacia) analyzy

Fluorescencna in situ hybridizacia
umoznuje konfirméciu pozitivneho
vysledku cytogenetického a molekulo-
vého vysetrenia. Patri medzi genetické
metddy, ktoré umoznuju detekciu aj
submikrosopickych zmien chromozémoy,
napriklad kryptickej translokacie. Metéda
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Obr. 3: Karyotyp zndzorriujdci t(9,22)(q34,q911).
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Obr. 4: FISH analyza pomocou BCR/ABL sondy.




je zalozena na pouzivani fluorescenc¢ne
znacenych sond, ktoré sa komplementarne
viazu k Specifickému Useku DNA (obr. 4).
Vysledkom tejto metddy je uréenie
percentudlneho zastlpenia patologického
klonu v sledovanej populécii interfaznych
jadier. Hodnotenie FISH sa robi vo
fluorescenénom mikroskope, hodnoti

sa 200 interfazovych jadier. Vstupnym
materidlom pre tito metédu je periférna
krv alebo kostna dren. Senzitivita metody
je 10?2 a za pozitivny vysledok sa povazuje
pritomnost aj jediného jadra pozitivneho na
t(9;22). (7, 8)

Lie¢ba CML

Liecba pacienta s CML je cielenéa individual-
ne podla fazy ochorenia, v ktorej sa nacha-
dza pri stanoveni diagnézy. Na rozdiel od
solidnych nadorov, pri liecbe CML nehraju
hlavnu dlohu chirurgické zakroky ani radio-
terapia, kedZe patologicka chromozomalna
translokacia t(9;22) (q34;q11) sa podiela na
vzniku onkogénu BCR/ABL, ktory kéduje
konstitutivne vysoko aktivnu BCR-ABL

tyrozinkinazu (BCR-ABL TK) zapojenu

do mnozstva signalnych drah bunkového
cyklu. Objasnenie molekularnej podstaty
CML viedlo k vyvoju molekulérne cielenych
lie¢iv - inhibitorov tyrozinkinaz (TKI), ktoré
predstavuju molekuly schopné svojou véz-
bou inhibovat enzymovu aktivitu BCR-ABL
TK. Lie¢ba pomocou TKI vyznamne zlepsila
progndézu pacientov s CML. Imatinib je
prvym syntetizovanym TKI (1992), ktory
bol uvedeny do klinickej praxe. Imatinib,
tyrozinkinazovy inhibitor prvej generacie,
sa stal zakladnou terapeutickou modalitou
CML a dosahuje celkove 8-ro¢né prezivanie
takmer u 90 % pacientov. U pacientov so
zlyhanim odpovede na liecbu imatinibinom
by sa mala lie¢ba zmenit na inhibitory
tyrozinkindz druhej generacie, ako su
dasatinib, nilotinib alebo bosutinib. (9)

Po zacati liecby pacientov s CML by sa
mala sledovat ich odpoved na lie¢bu.
Hodnotenie odpovede na liecbu je dblezité
na posudenie, ¢i bola dosiahnuta adek-
vatna odpoved, alebo je nutné prejst na
uZzivanie vyssich davok liekov, pripadne na
zmenu lie¢by. Kedze lie¢ba je dlhodoba
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pozastaveni lie¢by, je dolezité dokladne sle-
dovat cely priebeh ochorenia. Sledovanie
pokracuje aj po dosiahnuti optimélnej
odpovede, aby sa odhalil a lie¢il mozny
névrat ochorenia. Hodnotenie odpovede
pacienta na liecbu je zaloZené na sledovani
odpovedi v troch sledovanych znakoch.
Sleduju sa hematologicka, cytogeneticka

a aj molekulova odpoved.

Alogénna transplantécia kostnej drene je
jedinym uznavanym spésobom kurativnej
liecby pre ktorukolvek fazu ochorenia.

Vyznam genetiky ma v diagnostike a mo-
nitoringu onkohematologickych ochoreni
svoje pevné miesto. Genetické vysetrenia
sa stali neodmyslitelnou stcastou algoritmu
diagnostiky onkologickych ochorenf a ich
vyznam neustale vzrasta. Kombinacie
vysledkov vybranych genetickych metéd st
tzko asociované s moznostou stanovenia
progndzy ochorenia a sledovani odpovede
na lie¢bu podla pritomnosti $pecifickych
chromozomalnych aberacii. Umoznuje
lekarovi optimalne personalizovat lie¢bu
CML pacienta, ako aj zlepsovat kvalitu jeho
Zivota.
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Prehlad vakcin proti ochoreniu

COVID-19

Jediné systematické a efektivne riesenie

v spojeni s protiepidemickymi opatreniami
je vakcinécia proti COVID-19. Pri zaoc¢kovani
minimalne 65 % populacie sa predpoklada
zastavenie Sirenia tohto vysoko nakazlivého
respira¢ného ochorenia so systémovymi
prejavmi. Ochranu proti SARS-CoV-2 na
zéklade klinickych skdsenosti zabezpecuje
humoralna aj celularna imunita. Nie je viak
zodpovedané otézka, ako dlho trva po
prekonani ochorenia COVID-19 imunitna
ochrana pred reinfekciou. U Casti pacientov
s miernym priebehom nedochédza k vy-
tvoreniu dostato¢ného mnozstva protilatok
po infekcii. Z toho dévodu je kltic¢ové
budovanie imunitnej ochrany jednotlivca,
ale aj celej spolocnosti. Je dolezité vyuzit
vakcinu ako néstroj prevencie a zastavenia
sirenia ochorenia v populacii. Ockovanie
predstavuje osobnu ochranu jednotlivca,
ktory je ockovany. Sti¢asne zabezpecuije aj
kolektivnu ochranu spolo¢nosti.

Vdaka spolo¢nému Usiliu velkého mnozstva
vyskumnych timov sveta sa prakticky za 65
dni po objaveni koronavirusu SARS-CoV-2
podarilo izolovat antigénne sucasti virusu,
ktoré si potrebné na vyvoj a pripravu
ockovacej latky.

Typolégia vakcin -
zakladné rozdelenie

V stcasnosti su vo vyvoji viaceré druhy
vakcin proti ochoreniu COVID-19 zalozené
na roznych principoch tvorby ochrannej
postvakcinacnej imunitnej odpovede.
Rozoznavame 4 zakladné typy:

o Vakciny na baze nukleovych kyselin
- mRNA a DNA vakciny, ktoré sa do
bunky dostavaju pomocou lipidovych
nanocastic (mMRNA), pripadne $peci-
alnymi elektroporac¢nymi aplikatormi
(DNA vakciny). Indukuji humorélnu aj
celularnu imunitu.

e Vakciny s vyuzitim nereplikujicich
sa adenovirusovych nosicov, ktorych
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gendm je nekompletny a obsahuje DNA
kédujacu povrchové znaky SARS-CoV-2,
najma S (spike) protein. Indukuju
humoralnu aj celularnu imunitu.

o Inaktivované vakciny - indukuju najma
humoralnu imunitnd odpoved, potrebné
booster davky.

+ Rekombinantné proteinové vakciny
- zvycajne indukuji iba humoralnu
imunitnd odpoved, v zavislosti od
pouzitého adjuvantného systému je
mozna stimulacia bunkovej imunity.

MRNA vakciny

Principom je molekula mRNA (mediatorova,
messenger RNA) v lipozomalnom

obale, ktory umozni prechod mRNA do
cytoplazmy buniek v mieste aplikacie
(svalové a dendritové bunky). Na
ribozémoch bunky sa mRNA prepise do
bielkoviny S (spike) proteinu, ktory je
nasledne produkovany a transportovany do
regionalnych lymfatickych uzlin. S-protein
mé zasadné postavenie pri prirodzenej
infekcii a pri indukcii virus-neutraliza¢nej
imunitnej odpovede. Imunitnd odpoved
po aplikacii mRNA vakcin je komplexna

a pozostava tak z tvorby Specifickych
protilatok, rozvoja Specifickej bunkovej
imunity a zo Specifického cytokinového
spektra (tvorba interferénov). Aktivéacia
Specifickej celuldrnej imunity -
cytotoxickych a pomocnych T-lymfocytov je
nevyhnutna na tvorbu vysokospecifickych
neutralizujdcich protilatok B-lymfocytmi.
Nasledne mRNA degraduje a v ziadnom
pripade neprechéadza do jadra bunky a ani
sa neintegruje do jadrovej DNA.

mRNA vakcina BNT162b1 30 ug
(Pfizer/BioNTech), Comirnaty

Na Slovensku bola 26. 12. 2020 ako prva
pouzita vakcina od spolo¢nosti Pfizer/
BioNTech. Ide o inovativny koncept

vakcin. Aj tato vakcina vznikla na platforme
predchadzajucich experimentalnych vakcin
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proti ochoreniam ako ebola, chripka,
besnota, Zika virus. Na zaklade dat analyzy
predlozenej v schvalovacom procese bola
dokéazana 95 % ucinnost vakciny proti
symptémom COVID-19.

mRNA-1273 100 ug
(Moderna)

Vakcina schvélena tyzden po predchadza-
jucej vakcine. Vakcina ma 94,1 % Gcinnost.
U o0s6b nad 65 rokov bola zistena efektivita
86,4 %. Ucinnost prevencie tazkych pripa-
dov (sekundarne sledovany ukazovatel)
bola 100 %.

CVnCoV 12 ug
(CureVac)

Eurdpska agentdra pre lieciva (EMA) zacala
12.2. 2021 tzv. rolling-review proces pre
mRNA vakcinu od firmy CureVac. Tato
vakcina obsahuje najnizsie mnozstvo mRNA
a nevyuziva modifikované nukleotidy.
Ocakava sa mierne odlisné spektrum imu-
nologickej odpovede s dérazom na tvorbu
interferébnov a cytotoxickej odpovede.
Potvrdzuju to data z prvych faz studie, kde
ockované osoby tvorili protilatky na trovni
pacientov po prekonanom COVID-19.

Adenovirusové
vektorové
transgénové vakciny
Technoldgia adenovirusovych vektorovych
vakcin je uz desatrocia testovand v prevencii

réznych infekénych ochorenti - chripky,
malérie, HIV, TBC, Zika virusu ¢i eboly.



Podstatou vakcin je replikacne defektny
adenovirus, do ktorého genémovej DNA
bola prenesend a integrovana informacia

o Strukttre S-proteinu SARS-CoV-2.

Genom virusu bol modifikovany tak, aby
sa nemohol mnoZit a integrovat do ludskej
DNA. Po aplikacii vakciny sa adenovirus
dostava intracelularne a dopravi svoj geném
az do jadra bunky. Uvedeny transgén sa
neintegruje do DNA ¢loveka a zostava
epichromozomalne lokalizovany. V procese
transkripcie vzniké v jadre z adenovirusovej
DNA molekula mRNA, ktora prechadza

do cytoplazmy, resp. endoplazmatického
retilula a vytvara komplex s ribozémami.

V procese translacie sa stava predlohou
pre protein S, ktory sa po syntéze dostava
na povrch bunky, resp. je drénovany

do regionalnych lymfatickych uzlin, kde
indukuje bunkovd a humoralnu imunitnd
odpoved.

Vakcina AstraZeneca/Oxford

Vakcina je skonStruovana na Simpanzom
adenoviruse, ktory obsahuje DNA s dizkou
6 214 baz kdédujucu protein S ainé
regulacné oblasti. Z posthoc analyzy
vyplyva, e prediZenie intervalu 2. podania
nad 9 az 12 tyzdnov mé pozitivny vplyv

na koncentraciu protilatok v porovnani

s podanim do 6. tyzdria. Mdme uz dostupné
déta o ucinnosti vakciny v realnej praxi,
pricom v Anglicku sa potvrdila G¢innost
vakciny 60 - 75 % na symptomaticky
COVID-19 u osbb nad 70 rokov.

Vakcina Janssen/Johnson & Johnson

EMA zacala 16. 2. 2021 posudzovat
podmienecné schvélenie vakciny
Ad26.CoV2.S, ktort podrobuje od

1. 12. 2020 tzv. rolling-review procesu.
Schvalena na pouzivanie v EU bola

17. 3. 2021. Efektivita proti zdvaznému
COVID-19 po 28. dni bola 85 %. Bola
odporucené na pouzitie aj v krajinach, kde
koluju nebezpecné mutécie koronavirusu
SARS-CoV-2.

Vakcina Sputnik V
(Gamaleya NRCEM)

Dna 4. 3. 2021 zacala EMA posudzovat tzv.
rolling-review proces vakciny Sputnik V,
pricom Slovensko priviezlo mimoriadne
vakcinu 1. 3. 2021. Ide o dvojdavkovu
vakcinu, ktoréd s odstupom 21 dni kombinuje
rézne adenovirusové nosice. Pri prvom
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podani sa aplikuje vakcina s obsahom rAd26
a pri druhom rAd5. Vysledky predbeznej
analyzy tretej fazy klinického skdsania na

21 977 osobéch boli publikované v ¢asopise
The Lancet. U&innost v prevencii RT-PCR
potvrdeného symptomatického COVID-19
po 21. dni od 1. davky vakciny bola 91,6 %.
Ucinok na zavazny COVID-19 bol predbez-
ne 100 %.

Kontraindikacie
a indikacie
pouzitia vakcin

Vzhladom na fakt, Ze ide o nezivé vakciny,

redlnych kontraindikacii je relativne malo.

Medzi zékladné patria:

o akutne prebiehajuce febrilné infekéné
ochorenie - odklad 2 tyzdne po konci
priznakov,

e nestabilné a nekompenzované chronické
zapalové ochorenie,

e nestabilné a nekontrolované demyelini-
zac¢né ochorenie,

e pacienti s anamnézou tazkych anafylak-
tickych reakcii po ockovani alebo po
inych alergénoch.

Zdravotnici predstavuju dolezitl skupinu
vysokorizikovych jedincov plne indikova-
nych na vakcinaciu.

Medzi najocakavanejsie udalosti tohto
obdobia bezpochyby patri prichod vakcin
proti ochoreniu COVID-19. Nové vakciny
su odrazom vyvoja a vyskumu v oblasti
vakcinolégie pocas niekolkych desatrodi.
Aj na zaklade predchadzajlcich mesiacov
je zrejmé, Ze ind moznost ukoncenia
pandémie ako vakcinacia v suc¢asnosti
neexistuje.
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Ockovanie oc¢ami

Nase telo moze ziskat imunitu dvoma spdsobmi. Bud'tak, ze ochorie, alebo po
ockovani. Ak vSak ochorieme na covid, hrozia nam velmi véazne komplikécie - 40 %
[udi zvladne covid s lahkym az stredne tazkym priebehom, 15 % ma zavazny zapal
plic a5 % ma zivot ohrozujlice komplikacie so syndrémom akutnej respiracnej
tiesne, dochadza u nich k multiorgdnovému zlyhaniu a az k smrti.

Problém je, Zze nikto nem4 istotu, ze ked'
ochorie, bude patrit do tej prvej najlahsej
skupiny. Nemoézeme si vybrat, ale mame
moznost vybrat si o¢kovanie ako tu
prijemnejSiu cestu k ziskaniu imunity.
Dnesné vakciny presli masivnymi klinickymi
sktskami a dlhodobé vedlajsie Gcinky nie st
prakticky reélne, na rozdiel od dlhodobych
nasledkov ochorenia COVID-19.

Imunolégia a vakcinacia st tu uz velmi dlho.
Masivne ockovanie ma u nas 70-ro¢nu
histériu a odbornici maju velké skisenosti

v tejto oblasti. Nie je preto dévod na obavy.
Skor vidim dlhodobé nésledky u ludi,

ktori prekonali COVID-19 so zavaznejsim
priebehom. Toto ochorenie je tu uz rok

a my sledujeme rastuci pocet ludi s postco-
vidovym syndrémom, ktory mnohym bréni
zaradit sa spat do normaélneho zivota.

Moje ockovanie sa realizovalo v ¢ase, ked'
bola na Slovensku k dispozicii vakcina

od spolocnosti Pfizer a BioNTech a ked'
prebiehalo oc¢kovanie zdravotnikov
prichddzajucich do priameho styku

s covid pozitivnymi. Klinické skusky vakciny
Comirnaty sa robili na ovela va¢som pocte
dobrovolnikov, nez bolo doteraz bezné pri
inych vakcinach. To znameng, Ze mnoho

z toho je v nasej psychike. Som zaoc¢kovana
uz aj druhou davkou proti covidu. Po prvej
davke som citila iba bolestivost v mieste
vpichu, druhy raz ani to nie. Ale to ja ani
nepovazujem za vedlajsi neziaduci Gc¢inok.
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Je to skor oc¢akavana reakcia ako bolest
hlavy, svalov, zvysena teplota, Unava.

Tato vakcina je Uplne nového typu,

aky doposial nikdy v histérii humannej
mediciny nebol pouzity na ludoch. Aj virus
SARS-CoV-2 je novy, doteraz sa u ludi nevy-
skytol. Oc¢kovanie vo vieobecnosti nevedie
k spusteniu autoimunitného ochorenia

ani k zhorseniu priebehu uz existujicej
choroby. Iba u konkrétnej skupiny jedincov
s genetickou predispoziciou sa moze
teoreticky podielat na komplikovanych

a komplexnych mechanizmoch ochorenia.

MUDr. Emilie Dulinove) z oddelenia
linickej biochémie z Centralneho
aboratodria v Kosiciach

Ochota dat sa zaockovat suvisi s pocitom
ohrozenia epidémiou koronavirusu. Vidim,
ze ludia si uvedomuju opatovny nérast
Sirenia koronavirusu a chapu jeho dosledky.
Spolu s antibiotikami sa vakciny povazuju
za jeden z najvacsich vydobytkov mediciny.
.Najrizikovejsia je ta vakcina, ktora sa
nepodala.” Nie véetci sme odbornikmi na
imunolégiu, preto sa aj mnohi pozeraju na
ockovanie ocami laickej verejnosti a boja
sa ho. Treba sa spolahnut na odporucania
odbornikov v tejto oblasti. Pouzivam este
respirator, reSpektujem pravidla, ktoré

u nas platia a zaroven je to ohladuplné vodi
ostatnym ludom.

Po prvej davke oc¢kovania vznika len
¢iastoc¢na imunita a ¢lovek moze este
ochoriet. Preto je respirator dolezity. Po
druhej davke vznika zelana imunita po
14 dnoch, dovtedy sa tiez treba chranit
respiratorom.

Ludia ¢akaju, Ze vakcina je nieco ako $tit,
ktory virus dnu vébec nepusti. Ak ste viak
uZ zaockovani a virus vdychnete, vase telo
si okamzite spomenie, Ze s jeho bielkovinou
uz v kontakte bolo a spusti sa imunitna
reakcia. Vdaka nej sa virus nestihne zacat
mnozit a ochorenie u vas neprepukne.

V pripade mutacii virusu nie je o¢kovanie
zbytocné. Vzdy plati skrizena imunitna
reakcia. Ak by aj ¢lovek ochorel, priebeh
ochorenia bude mat lahsi, nez keby nebol
zaockovany vébec.

Délezitejsie je uvedomit si, Ze mlady ¢lovek
moZze nakazit svojich rodicov, starych
rodicov a tam sa uz moze ochorenie
skoncit velmi zle. Preto je dblezité, aby sa
dali zaockovat aj mladi.
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COVID-19:

Dobrovolné alebo povinné

ocCkovanie?

VYPRACOVAL

Mgr. Dominik Slezdk
Medirex Servis, s. r. o.

Pandémia nastolila v nadej spolocnosti
mnozstvo novych otazok. Ockovanie je
pravdepodobne jednou z najrozporupl-
nejsich zo vsetkych. Tato bezprecedentna
doba rozputala celospoloc¢enské diskusie
o tom, ¢i by o¢kovanie proti ochoreniu
COVID-19 malo byt povinné, ¢i by sa
formou motivacie malo umoznit zaockova-
nym pozivat dopredu urc¢ené vyhody, alebo
¢i by ockovanie malo byt zalozené vylu¢ne
na principe dobrovolnosti a spolocenske;j
zodpovednosti jednotlivcov. Faktom je,

Ze velka Cast z nas s cielom ochrany seba
a svojich blizkych, z pocitu zodpovednosti,
z povahy svojho zamestnania ¢i z tuzby
po normalnom Zzivote podstipi ockovanie
proti ochoreniu COVID-19 dobrovolne

a ¢o najskér bude moct. Co viak ti, ktorf
ockovanie odmietaju? Ako je to v podmien-
kach SR s povinnym ockovanim a mdze sa
ockovanie proti ochoreniu COVID-19 stat
povinnym?

Predovsetkym treba uviest, Ze Slovenskéa
republika je jednou z viacerych eurépskych
krajin, ktorych legislativa institut povinného
oc¢kovania uz davno pozna. Pravnym
zékladom povinného ockovania 0s6b u nas
je § 51 ods. 1 pism. d) zakona ¢. 355/2007
Z.z.0 ochrane, podpore a rozvoji
verejného zdravia (dalej len Zakon o VZ),
pricom podrobnosti a rozsah povinného
ockovania stanovuje vyhlaska Ministerstva
zdravotnictva SR ¢. 585/2008 Z. z., ktorou

sa ustanovuju podrobnosti o prevencii

a kontrole prenosnych ochoreni (dalej

len Vyhlaska MZ SR). Sulad povinného
o¢kovania s Ustavou SR uznal aj Ustavny
sud SR, ked vo svojom néleze z roku 2013
konstatoval, Ze povinné ockovanie je

v plnej pravomoci Statu v oblasti verejného
zdravotnictva.! Podrobit sa povinnému
ockovaniu pod hrozbou sankcie je povinna
kazda osoba po dosiahnuti istého veku
alebo vykonavajica istl profesiu okrem
osoby, ktora preukaze zavaznu zdravotnu
alebo int lekarsky zdévodnenud vynimku

z povinného ockovania, inymi slovami tzv.
kontraindikdciu.? Subor povinnych oc¢kova-
ni podla prilohy ¢. 2 a prilohy ¢. 2a Vyhlasky
MZ SR zahina ockovania proti zdskrtu,
osypkam, mumpsu, ruZienke, tetanu,
Ciernemu kaslu, virusovému zdpalu pecene
typu B, hemofilovym invazivnym ndkazam,
detskej obrne a pneumokokovym invaziv-
nym ochoreniam. Ochorenie COVID-19 sa
teda v tomto zozname zatial nenachadza

a ockovanie proti tomuto ochoreniu je
teda ockovanim dobrovolnym. Schvélne
uvadzame zatial, pretoze nie je vylicené,
Ze sa tento pristup v buddcnosti vzhladom
na vysoku nakazlivost a smrtnost ochorenia
COVID-19 a jeho schopnost rychlo a ¢asto
mutovat bude prehodnocovat.

Clanok 8 ods. 1 Dohovoru o ochrane
[udskych prav a zékladnych slobdd

(dalej len Dohovor o ochrane LP)
kazdému garantuje prdavo na ochranu
stukromného Zivota, sucastou ktorého je aj
fyzické integrita a sloboda davat sthlas na
zé&sahy do nej. Taktiez ¢lanok 5 Dohovoru
o ludskych pravach a biomedicine (dalej
len Dohovor o biomedicine) stanovuje,
Ze zasah v oblasti zdravia mozno vykonat
len so sthlasom dotknutej osoby. Koniec
koncov, na koncepte tzv. informovaného

1 Nalez Ustavného stdu SR, PL. US 10/2013.

2 Rozhodnutie Krajského sudu v Presove, sp. zn. 35/6/2015 z 29. februara 2016.
3 § 6 anasl. zdkona ¢. 576/2004 Z. z. o zdravotnej starostlivosti, sluzbach stvisiacich s poskytovanim zdravotnej starostlivosti a o zmene a doplneni niektorych zakonov

\ znenf,neskoréich predpisov. )
4 Nalez Ustavniho soudu CR, PL. US 19/14.

Sthlasu je postavené celé nase zdravot-
nictvo.? Diagndza nie je viac neZ pravo

a lekdr nie je viac neZ pacient. Napriek
tomu vo viacerych svetovych rozvinutych
krajinach vratane Slovenska existuje institut
povinného ockovania. Mdze sa zdat, Ze ide
o protichodné pravne principy alebo do-
konca o nesulad ¢i protirecenie si pravnej
Upravy, no nie je to tak. Skor, nez s pravom
na ochranu sukromia jednotlivca totiz
treba povinné ockovanie spajat s pravom
na osobnu bezpecnost vsetkych ostatnych
v zmysle ¢lanku 5 Dohovoru o ochrane

LP. Existuju totiz pripady, ked méa verejny
zaujem spoloc¢nosti prednost pred indivi-
dudlnym z&ujmom jednotlivca. V mnohych
krajinach ako Francuzsko, Ceska republika,
Polsko, Slovenska republika alebo Taliansko
sa preto prijal Uzus, podla ktorého je
takymto pripadom napriklad hrozba rychlo
sa Siriacich a nakazlivych ochoreni, a preto
sa v nich zaviedlo povinné ockovanie celej
populacie.

V suvislosti s ludskoprédvnou konformitou
povinného ockovania vykonal ¢esky Ustavny
sud vo svojom néleze z roku 2014 test
obmedzenia zakladného prava jednotlivca
na nedotknutelnost, v ktorom konstatoval,
Ze napriek tomu, ze povinné ockovanie je
znaénym zasahom do sukromia a fyzickej
integrity ¢loveka, ide o nevyhnutné zdkonné
opatrenie, ktoré sleduje legitimny ciel
nedosiahnutelny inym spésobom, ktorym je
minimalizdcia Sirenia infekcnych ocho-
reni'v zaujme ochrany verejného zdravia
obyvatelov Statu.* O argumente v prospech
uvedeného svedci aj ¢lanok 8 ods. 2
Dohovoru o ochrane LP, ktory stanovuje
ako jednu z vynimiek z prava na sukromie
osoby prave ochranu zdravia spolocnosti

a verejnu bezpecnost, alebo tiez ¢lanok 26
uz spominaného Dohovoru o biomedicine,
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ktory hovori o tom, Ze vykon prav méze
podliehat obmedzeniam potrebnym

v zaujme verejnej bezpecnosti a ochrany
verejného zdravia za predpokladu, Ze su
ulozené zakonom. Statistickym dokazom

o efektivite a opodstatnenosti povinného
ockovania je pokles alebo Uplna eliminacia
niektorych infekénych ochoreni v nasich
podmienkach, ako napriklad osypky

(s povinnym ockovanim sa zacalo v roku
1969 a od pociatku 90. rokov uz ochorenie
prakticky neexistuje) alebo detska obrna
(povinné oc¢kovanie od roku 1957, od roku
1961 sa ochorenie u nas nevyskytuje).

Z uvedeného je zrejmé, ze v pripade, ak by
doslo ku konsenzu o zavedeni povinného
ockovania proti ochoreniu COVID-19,
pravne predpoklady na takéto rozhodnutie
by pravdepodobne boli naplnené a takéto
rozhodnutie by bolo v sulade s pravnym
poriadkom.

Je v8ak nutné zaoberat sa aj tzv. principom
proporcionality - teda, ¢i je celospolo-
¢ensky prinos, ktory poskytuje povinné
ockovanie, vyssi, nez ujma jednotlivca,
ktora je mu spdsobenéa porusenim jeho
prava nedat sa oc¢kovat. Ockovanie,
ktorého pravnym zékladom je Zakon o VZ,
je pritom zdaleka najucinnej$im nastrojom
proti Sireniu nakazlivych ludskych chordb,
akymi je prave koronavirus SARS-CoV-2.
Vzhladom na schopnost koronavirusu
ochromit hospodarstvo krajiny, paralyzovat
akykolvek spolocensky Zivot a pachat
bezprecedentné hospodarske Skody je
celospoloc¢ensky prinos, ktory by prinieslo
jeho potlacenie, nesporne obrovsky. Preto
ustanovenie celoplosného povinného ocko-
vania za podmienky existencie maximalne
Ucinnej, bezpecnej a dostupnej vakcinacnej
latky pre vsetkych by bolo v plnom sulade

s pravnym poriadkom Slovenskej republiky,
medzinarodnymi dohodami, pravnou
doktrinou aj s uvedenym principom
proporcionality.

Situacia je zlozitejsia vo vztahu k pripadnym
sankciam za porusenie povinnosti podrobit
sa povinnému ockovaniu. V zasade jedinou
sankciou, ktort mé stat v takejto situacii

k dispozicii, je pokuta podla § 56 ods. 3

vo vyske 331 €. Teoreticky este prichadza
do Uvahy naplnenie skutkovej podstaty
trestného cinu Sirenia nebezpecnej
ndkazlivej ludskej choroby podla § 163
zékona ¢. 300/2005 Z. z. Trestny zakon,
ale pre jej naplnenie by dana osoba naozaj
musela dané ochorenie mat a prenasat.
Okrem toho je vzdy potrebné brat ohlad
na zakladné ludské prava a slobody, ktoré
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nemozno za ziadnych okolnosti ludom
odopriet. Na jednej strane teda existuje po-
vinnost podrobit sa povinnému ockovaniu
pre kazdu fyzickt osobu v zmysle Vyhlasky
MZ SR, av$ak na druhej strane diapazén
nastrojov a systém sankcii, ktorymi Stat
disponuje pri vynucovani tejto povinnosti,
je nepomerne slabsi a limitovany Ustavou
garantovanymi slobodami kazdej fyzickej
osoby.

V stvislosti s povinnostou, resp. dobrovol-
nostou o¢kovania sa momentalne otvara
dalSia problematicka otazka - je legislativne
a morélne prijatelné, aby ockovani ludia
mohli uzivat vyhody oproti neockovanym
fudom? O scenari, ktory by este pred
dvoma rokmi znel ako z romanu 1984 od G.
Orwella, sa hovori stale ¢astejsie a je celkom
mozné, ze spolo¢ny konsenzus bude prijaty
na celoeurdpskej trovni. Ako bolo uvedené,
ockovanie proti ochoreniu COVID-19 je
momentélne dobrovolné. To okrem iného
znamena, ze samotné ockovanie ani vyber
znacky vakcinac¢nej latky nie s pravne
narokovatelné. Je teda mozné z dlhodobého
hladiska mimo vsetkych nddzovych stavov
a mimoriadnych situdacii nezaockovanym
osobam zakazovat Gcast na hromadnych
podujatiach, pouZzivat MHD, navstevovat
parky ¢i chodit do skoly? V takejto situécii
treba brat do Gvahy aj princip nediskrimi-
nécie. Tedria verejnych statkov hovori, ze
su pre vSetkych a z ich uzivania nemozno
vylucit nikoho. Dobrovolnost o¢kovania
proti ochoreniu COVID-19 v stcasnosti
zapricinuje, ze by bolo velmi naro¢né
oddévodnit, preco v dosledku neuplatnenia
si prava dat sa ockovat ma byt takato

osoba de facto sankcionovana. Z podstaty
takéhoto opatrenia ide o diskriminaciu.

Inak povedané, ukladanie sankcie za
nesplnenie nie¢oho, ¢o nie je povinné, je
len tazko odévodnitelné a ospravedinitelné.
To isté plati pre podmieriovanie pristupu

k verejnym statkom splnenim dobrovolnej
moznosti (opravnenia). Istd forma obme-
dzeni, ktora by bola v stlade s principom
proporcionality, prichddza do Uvahy, avsak
urcite nie skor, nez bude Siroko dostupna
bezpecna vakcinacna latka pre kohokolvek,
kto sa bude chciet dat zaoc¢kovat. Uz dnes
vieme, Ze napriklad zamestnavatel nesmie
nutit svojho zamestnanca, aby podstupil
ockovanie v pripade, Ze to charakter jeho
prace alebo Vyhlaska MZ SR explicitne
nevyzaduju. Preco a na zaklade ¢oho by
teda takato osoba mala byt znevyhodnena
v inej situacii? Kym takyto postup by mozno
bol v stlade s principom proporcionality,
velmi tazko by bol obhajitelny jeho stlad

s principom nediskriminacie. Ludské

préava a slobody, medzi ktoré rozhodne
patria sloboda pohybu alebo prévo na
vzdelanie, moZno obmedzit len na zaklade
zékona, s jasnym a zretelnym Ucelom a len
so zretelom na principy proporcionality

a nediskriminacie. Situécia je mierne odlisna
v pripade sukromnych prevadzok a sluzieb.
V zédsade mozno konstatovat, ze obmedze-
nie poskytovania sluzieb a zékaz pristupu

k sluzbém pre nezaockované osoby na
Ucely ochrany vlastného zdravia, zdravia
svojich zamestnancov ¢i inych klientov je zo
strany podnikatelov v poriadku. Uvedené,
samozrejme, plati s poukazom na respekto-
vanie vyssie uvedenych principov.

Na zaver konstatujeme, Ze problematika
povinného oc¢kovania a jeho ludskopravna
konformita sa vyznacuje komplexnostou

a ze takmer ziaden pravny nazor nie je de-
finitivny a nemenny. Spolo¢nost sa aj vdaka
pandémii vyvija a to, ¢o platilo pred rokom,
uz dnes platit nemusf a to, ¢o plati v jednej
rovine, nemusi platit v rovine druhej.

V podmienkach Slovenskej republiky vSak
nie je institut povinného oc¢kovania ni¢im
novym. Jeho efektivita a stlad s pravnym
poriadkom, medzinarodnymi dohodami

a pravnou doktrinou boli viacnasobne
preukazané. Pravny rémec a dovody na
zavedenie povinného ockovania v suvislosti
s pandémiou koronavirusu SARS-CoV-2 su
dané, hoci $tat sa v stcasnosti rozhodol ist
cestou dobrovolného ockovania. Je jasné,
ze sa tohto pristupu bude chciet drzat ¢o
najdlhsie vzhladom na vinu nevdle, ktoru
by sp6sobilo ustanovenie povinného
ockovania. Problémom vsak nadalej ostava,
ako za takto stanovenych podmienok
zabezpecit, aby sa dalo zaockovat dosta-
to¢né mnozstvo ludi. Situacia je odlisné

v pripade zvyhodnovania zao¢kovanych
ludi na tkor nezaockovanych. Ako sme
uviedli, za stic¢asnych podmienok nie je pri
dobrovolnosti ockovania zZiaduce, aby ludia,
ktori sa slobodne rozhodnu nezaockovat sa
(&i uz zo strachu z nedostatkov klinickych
skdsani vakcin, alebo z inych dévodov),
boli za takéto rozhodnutie sankcionovani
tym, Ze im bude odoprety pristup k beznym
verejnym statkom ako hromadné& doprava,
vysoké skoly alebo verejné priestranstva.
Inymi slovami, $tat v takomto pripade
nema k dispozicii dostato¢né nastroje, ako
zabezpecit potrebnd mieru zaockovanosti
populécie a musi sa spoliehat na ochotu
svojich obyvatelov. Verme teda, Ze aj pri
takto nastavenych podmienkach a limitoch
¢oskoro budeme méct nas stboj s pandé-
miou povazovat za vyhrany.



TIP NA ODDYCH

Ako siI vynahradit wellness
v domacom prostredi

Donedéavna sme boli odkézani len na doméacu wellness starostlivost, ¢o nés inspiro-
valo k tvorbe tohto ¢lanku. PrinaSame vam v nom tipy wellness manazérky Hotela
Lomnica Tamary Saxovej, ako svoj organizmus zbavit napatia a dopriat mu hibkovu
regeneraciu. Pre milovnikov profesionalnej starostlivosti vSak davame do pozornosti,
Ze v sUcasnosti si uz moZzete vychutnat poézitok z profesionalnych wellness proceddr

a osetreni priamo v Hoteli Lomnica.

Navodte si pokojnt atmosféru na relaxaciu
Kuzlo kipela nespociva len v ponoreni

sa do vane s horticou vodou. Aj ked'si

to neuvedomujeme, organizmus citlivo
reaguje na priestor, ktory nas obklopuje,

a preto si urobte ¢as na premenu vasej
kdpelne na oazu pokoja. Pre navodenie
uvolnujucej atmosféry je potrebné z nej
odstranit vsetky rusivé elementy. Stimit
svetlo a doplnit ho svieckami, aby ste ulavili
aj unavenym ociam. Priestorom nechajte
zniet oblibenu hudbu, pozor vsak na jej
hlasitost, v pokoji ju budete vnimat ovela
intenzivnejSie a jasnejsie.

Pripravte si uvoliiujuci kapel

Pri napinanf vane uprednostnite teplejsiu
vodu, aby vdm pocas kipela prilis
nevychladla a neobrala vas o komplexny
relaxacny zazitok. Hrejivy kupel je idedlne
obohatit o doplnky, ktoré mu dodaju liecivy
ucinok. ,Staci, ked'sa pohrdte s alchymiou
toho, ¢o ndjdete doma. NajdbleZitejSou
prisadou je sol. Funguje ako $pongia,
ktord do seba vtiahne toxiny a negativnu
energiu. Pouzit méZete aj sédu bikarboénu,
suché kvety levandule, nechtika lekdrskeho,
harmanceka alebo kvapky esencidlneho
oleja, ako napriklad borovicu, bergamot
& eukalyptus. Fantdzii sa medze nekladd,”
poznamendava Tamara Saxova.

Aby ste sa zbytoc¢ne nepripravili o ich vzacne
benefity, pamatajte na spravne nacasovanie.
Pri aplikdcii doplnkov do ktpela je vhodné
byt uz ponoreny vo vode a predist tak

ich rozpustaniu pocas napliania vane.

V tejto faze sa totiz do priestoru uvoliiuju
vonné zlozky, ktoré inhaldciou blahodarne
pdsobia na telo a mysel.”

Staci uz len zatvorit oci a odpojit sa od
okolitého sveta. Na utiSenie myslienok vam

pomdze pohar kvalitného vina. Jeho vyber
nepodlieha ziadnym Specidlnym odporu-
¢aniam, idedlne je vybrat si podla vlastnych
chuti. Ak v§ak potrebujete s vyberom
poradit, obratte sa na e-shop s vinom
www.eshop.selavi.sk, kde najdete odborne
selektovany someliérsky vyber slovenskych
a zahrani¢nych vin.

V kuipeli odportdéame zotrvat minimélne

20 minut pre doékladnt absorpciu esencif,
ale prvoradé je nasluchat svojmu telu, kol'ko
zvladne.

Domaéaca masaz na dokonalé

uvolnenie svalstva

Kupel je idedlnym spbésobom, ako prehriat
svalstvo a pripravit ho na néaslednd masaz.
Nemusite sa obavat, zakladné tahy hravo
zvladnete aj doma so svojou polovi¢kou.

~Zacnite nandsanim oleja, ktory je urceny
na pokozku tela, najlepSie panenskym

s pridavkom esencidlnych olejov. Aj

v nasom Wellness Valéria v Hoteli Lomnica
preferujeme vylucne kozmetiku zaloZenti

cisto na prirodnej sile slovenskych bylin.
Odporucam siahnut po levanduli, rozmari-
ne ¢i medovke, ktoré zvyraznia uvolfiujice

Ly u

ucinky masdze,” radi T. Saxova.

Na uvolnenie svalstva vam postacia pri-
jemné ,hladkacie” hmaty. ZloZité masérske
techniky nechajte radsej na profesionalov.

JNsetky hmaty by mali smerovat zdola
nahor, teda od ndh k hlave. Snazte sa
pozitivne mysliet a silou mysle vplyvat

na oblast, ktorej sa prave venujete. Na
dosiahnutie celkovej ulavy tela premasirujte
aj chodidld a dlane.”

Vyhnite sa pritom menej chranenym a tym
citlivej$im miestam, ako su oblast obliciek,
kolenna a laktova jamka.

Nezabudajte na dostato¢ny pitny rezim na
odplavenie toxinov, ktoré ste vdaka relaxu
uvolnili. Ku kompletnej hibkovej regeneracii
tela a duse vam zostava uz len jediné - dlhy
a kvalitny spanok.
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