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Kvantitativni imuno-
chemické testy
detekce krve ve
stolici pro screening
kolorektalnich tumori

P. Kocna, T. Zima

Uvobp

Riziko karcinomu tlustého stfeva v populaci
v Ceské republice trvale nartsta a v roce 2010
dosahlo hodnoty 80 na 100 tisic obyvatel, v ev-
ropském srovnani je jednou z nejvyssich hodnot.
Kolorektalni karcinom (KRCA) vznikd malignizaci
adenomu sekvenci genetickych mutaci v priibéhu
prumérné deseti let a pfevaha nadorové tkané je
alespon v podatecni fdzi onemocnéni lokalizovana
intraluminalné. Mensi ¢ast kolorektalnich karci-
nomu vznikd pfi pfitomnosti rizikovych faktort,
jako jsou nespecifické stfevni zdnéty, familidrni
adenomova polyp6za, hereditdrni nepolypézni ko-
lorektdlni karcinom a dal$i hereditarni syndromy.
Jiz v asymptomatické fazi onemocnéni karcinom
intermitentné krvaci.

Screeningové programy zahrnuji predevsim
laboratorni metody detekce okultniho krvaceni
- FOBT (Fecal Occult Blood Test) - TOKS (Test
okultniho krvaceni ve stolici), detekci genetickych
markerii a ze zobrazovacich metod se ve scree-
ningu uplatiuji sigmoidoskopie, kolonoskopie,
irigografie, virtualni pocitacova kolografie s po-
uzitim vypocetni tomografie (CT) ¢i magnetické
rezonance (MR).

V celopopula¢nim screeningu ma vyznam nejen
vytéznost ovéfend na principu védeckych dikaza,
ale také cena a zptisob provedeni, ktery musi byt
pro vétsinu populace dobfe ptijatelny. Doporuceni
EU pro screening a diagnostiku KRCA zahrnuji sa-
moziejmé i dal$i podminky zajisténi kvality, véetné
systému externi kontroly kvality - EQAS.
Screening kolorektalniho karcinomu (KRCA)
mé v Ceské republice dlouhou tradici. V letech
1979-1984 byly provedeny pilotni studie s guajako-
vym testem na okultni krvaceni ve stolici (gTOKS),
na jejichz zdkladé byl vytvofen ndrodni program
screeningu KRCA (Fri¢ 1986). Néarodni program
»Populaéni screening sporadického KRCA® byl
zahdjen 1. 7. 2000 a Ceska republika se stala v ce-
losvétovém meétitku druhou zemi, v niZ byl takovy
program prijat. Smérnice pro screening, diagnostiku

a terapii kolorektalniho karcinomu byly publikovany
v z&i 1999 a prezentovany na Ceském a slovenském
gastroenterologickém kongresu v Brné (Ladmanova,
Zavoral 1999).

KVANTITATIVNI
IMUNOCHEMICKY TEST
(QIFOBT) - TRETI GENERACE
TESTU TOKS

Doporudenym testem pro screeningovy postup byl
mnoho let pouze guajakovy test, napt. Haemoccult.
Testovaci médium (papirek) impregnovany guajako-
vou pryskyftici nebo dimethylbenzidinem (o-tolidin)
reaguje zménou barvy v pfitomnosti peroxidu vo-
diku a hemoglobinu, ktery v této chemické reakci
pusobi svoji pseudoperoxidazovou aktivitou.

Vzhledem k chemickému principu oxidaéni reak-
ce jsou testy ovlivnény pritomnosti jinych oxidac-
nich latek (vitamin C), pfitomnosti hemoglobinu
z potravy (maso, krev), falesné pozitivni vysledek
muze byt zpusoben i pritomnosti rostlinnych
peroxidaz (nékteré druhy kofenové zeleniny).
V zévislosti na usporddani testu bylo proto do-
porucovano definované dietni omezeni. Citlivost
testll s guajakovou pryskytici je velmi nizka 25
- 30% (obrazek ¢.1) a gujakaové testy proto jiz
nejsou pro screening doporucovany. V roce 2008
bylo v Ceské republice nové diagnostikovano
8 236 pacientt s timto karcinomem a 4 313 osob
na toto onemocnéni zemfelo, z toho 46,5 % ve sta-
diu Dukes III-IV. Screening je provddén v Ceské
republice dle Véstniku Ministerstva zdravotnictvi
CR 02/2009, a v roce 2009 byl TOKS test proveden
u 282 270 osob, screeningovych kolonoskopii
z indikace TOKS pozitivity bylo v rozmezi 2009
- 10/2010 provedeno 25 512, s prokdzanym KRCA
u 1048 osob, z celkové diagnostikovanych 16 500
je to pouze 6,3 %.

28,7% 56,8% 83,4%

g-FOBT

i-FOBT qi-FOBT

Obrdzek ¢.1 - Tri generace FOBT testii detekce
okultniho krvdceni ve stolici a jejich senzitivita
(Srafované) a specificita (plné).



Od roku 2009 je mozné vykazovat ve screeningu
KRK také imunochemické testy - iFOBT. Imunoche-
mické testy (i-FOBT) je velkd nehomogenni skupina
nekvantitativnich testd, které detekuji hemoglobin
reakci s monoklonalni protilatkou proti lidskému he-
moglobinu a ovlivnéni potravou jiz neni Zadné, dieta
proto neni nutnd. Vzhledem k mensi stabilité globinu
tyto testy nezachycuji krvaceni z vyssich oddilt
gastrointestinalniho traktu, napt. ze zaludku. Odbér
stolice je vétsinou jednodussi, hygieni¢téjsi. Testy maji
zhruba 2x vys$i citlivost oproti g-TOKS (obrazek ¢.1).
Na trhu je velké mnozstvi riiznych imunochemickych
testd, jejich parametry se bohuzel zna¢né lisi, mnohé
pouzivané testy maji naprostou absenci studii dokla-
dujicich jejich efektivitu. I presto fada ambulantnich
lékar presla na jejich provadéni z divodu jasné vyssi
citlivosti a komfortnéjsiho provadeéni.

Stanoveni hemoglobinu ve stolici kvantitativ-
ni imunochemickou technologii (qi-FOBT) je
v soucasné dobé nejpresnéjsi metodou stanoveni
okultniho krvaceni, metodou vhodnou pro scree-
ning kolorektalnich nadorti - KRCA. Kvantitativni
stanoveni hemoglobinu koreluje s mirou krvaceni
prekanceréz (adenomul) a nadori tlustého stre-
va. Studie z poslednich let porovnavaly nékolik
imunochemickych analyzatort pro kvantitativni
stanoveni krve ve stolici, vét$ina je japonské vyroby.

ROC ktivky prokazuji specificitu pro karcinomy
95% pii citlivosti 100 ng Hb/mL. Kvantitativni
stanoveni lidského hemoglobinu ve stolici je zalo-
zeno na aglutinacni, latexové reakci s protilatkou
k A0 lidskému hemoglobinu. Metoda stanovuje
hemoglobin s polyklonalni protilatkou k Hb A0 IgG
- resp. s mnohandsobnou monoklonalni protilatkou.
(Monoklonalni protilatka reaguje pouze s jednim
epitopem, polyklonalni protilatka reaguje bézné
s riznymi epitopy, protilatka pro tuto analyzu vy-
zaduje vicenasobnou reakei pro aglutina¢ni aktivitu,
tedy mnohanasobnou monoklonalni reakei). Vlastni
analyza je provadéna turbidimetrickym mérenim
pri 660 nm, kalibrace je vétsinou nékolikabodova
v rozsahu 20 - 2000 ng Hb/ml.

Kvantitativni analyza umoznuje, oproti kvalitativ-
nim - rapid testim - definovat optimalni cut-off
hodnotu. Informaci, jak nastavit qi-FOBT v ¢eské
populaci, pfinesla studie provedena v predchozich
dvou letech ve spolupraci IV. interni kliniky VFN,
I1. interni kliniky FTN a Ustavu klinické biochemie
a laboratorni diagnostiky VFN a 1. LF UK Praha.
Na souboru 815 kolonoskopovanych pacientit
byla prokazana senzitivita 73 % a specificita 90 %
pti provedeni jednoho qi-FOBT testu pfi hrani¢ni
hodnoté 75 ng/ml pro skupinu pokrocilych polypt
a karcinomu (obréazek ¢. 2).
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Obrdzek ¢. 2 - ROC kfivka senzitivity a specificity qi-FOBT testu OC-Sensor pti provedeni jednoho testu
(pIné body) nebo pri hodnoceni vyssi hodnoty ze dvou testii (prdzdné body), citace - Kovdrovd 2012.
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KONTROLA KVALITY - EHK PRO
OKULTNI KRVACEN{

Automatizace laboratornich technologii ovlivnila
také vyvoj systémi na zpracovani vzorku stolice
a detekci krve ve stolici. Kvantitativni vyhodnoceni
miize byt provedeno u béznych kvalitativnich rapid
testd pomoci scanneru a PC s vyhodnocovacim soft-
warem. V nabidce pro praktické lékare je jiz nékolik
POCT analyzétort, které také hodnoti FOB testy.

Doporuceni EU pro screening a diagnostiku kolo-
rektélnich nadorti zahrnuje samoztejmé doporuceni
pro zajisténi kvality FOBT testil, a to pfedevsim testt
kvantitativnich, kde lze tuto externi kontrolu kva-
lity spolehlivé zajistit stejné jako je to zabezpeceno
u dalsich biochemickych analyttl. Externi kontrolu
detekce Hb ve stolici nabiz{ v CR firma SEKK, které
jakozto fadny ¢len European Committee for Exter-
nal Quality Assurance Programmes in Laboratory
Medicine (EQALM; http://www.eqalm.org) rozviji
spolupraci s vyznamnymi zahrani¢nimi poskyto-

vateli EQA a od ledna 2012 zatadil do programu
externtho hodnoceni kvality (EHK) novy program
pro Okultni krvaceni (FOB). Tento kontrolni test
je ur¢en vyhradné pro kvantitativni stanoveni
koncentrace hemoglobinu, neni ur¢en pro kvali-
tativni prikaz nebo semikvantitativni stanoveni,
a je nabizen rovnéz ve verzi pro POCT analyzatory.
Pilotni studie probéhla v ¢ervnu 2011 a prvni ru-
tinni kontrola, do které se prihlasilo 34 uéastnika,
byla jiz realizovana v dubnu 2012, qi-FOBT test byl
proveden metodou OC-Sensor Eiken, FOB Sentinel
a Eurolyser (obrazek ¢. 3).

KOMISE PRp SgREENING
KOLQREKTALNIHO KARCINOMU
MZ CR

Rozvoj novych metod detekce krve ve stolici a pre-
dev$im FOBT 3. generace testit vyhodnocovanych
na automatickych analyzatorech je nyni feSen

s ohledem na dosavadni doporuceni screeningu
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Obrdzek ¢. 3 - Polohu vysledkii tii skupin, Eiken (trojithelnicky), Sentinel (kolecka) a Eurolyser (koso-
ctverecky) v Youdenové grafu. Citace: http://www.sekk.cz/eqa/2012/FOB112_Com.pdf



na svém jednani 16. prosince 2010 hlasovanim od-
souhlasila, Ze doporucuje pouzivani kvantitativnich
FOBT testtl. Zasedani Komise pro screening kolo-
rektalniho karcinomu MZ CR 27. dubna 2011 schva-
lilo zdstupce Ceské spole¢nosti klinické biochemie
CLS JEP jako radného ¢lena této komise. Stanovisko
vyboru CSKB CLS JEP k pouzivani giFOBT-TOKS
testu pro screening kolorektalniho karcinomu bylo
zaslano Komisi MZ CR 8. ¢ervna 2011 a Spoleénost
CSKB nabizi pro screening KRCA v Ceské republice
vyhodnoceni qiFOBT testd, distribuci qiFOBT kazet
praktickym lékafim a zajisténi externi kontroly
kvality v systému SEKK. Komise MZ CR 2 listo-
padu 2011 navrhla ukonéeni gujakovych testd ve
screeningu KRCA v Ceské republice k 31. 12. 2012
a tento termin byl potvrzen na poslednim zasedani
Komise MZ CR 2. &ervence 2012.

Problematika screeningu KRCA a stanoveni okult-
niho krvéceni ve stolici se tak vyrazné stavd nasi
problematikou, oboru klinické biochemie a nasi
spolupraci s praktickymi lékati. V kazdém kraji
Ceské republiky alespon jedno pracovisté nabizi jiz
rutinné qi-FOBT testy a prvni zkusenosti byly pub-
likovany ve FONSu (Dubska 2009). Nase laborator
testy zpracovava na Eiken analyzatoru OC-Senzor
a nabizime odbornou pomoc pti zavadéni této
technologie. Eduka¢ni videosekvence je zvefejnéna
na serveru 1. 1ékaiské fakulty - http://ukb.lf].cuni.
cz/ppt/fobt_ocsensor.wmv
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