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VYSETROVANI SER SE ZVYSENOU HLADINOU TRANSAMINAZ JAKO UCINNA CESTA
ODKRYVANI HEPATITIDY B MEZI PACIENTY AMBULANTNICH A LUZKOVYCH JEDNOTEK

R. BENDA, M. MACHOVA a ]. VANCURIK
Virologické odd&leni VOHEM a ustFedni laboratofe UVN, Praha

V roce 1973 jsme zavedli — na principu pro-
tismérné imunoelektroforézy (PIEP) — spoleh-
livou a rychlou modifikaci priikazu antigenu
hepatitidy B (HBAg]) a jeho protildtek (HBAD).
Prvnim naS$im praktickym zdjmem se stalo vy-
Setfovani sér prichdzejicich laboratofi klinic-
ké biochemie s urCenim na vySetfeni jater-
nich funkci; z dennich kontingentli sér jsme
vybirali predevS§im ta, kterd vykdazala zvySe-
nou hladinu transamindzy GPT. K srovnava-
cim Gceliim jsme postupné vysSetfili i rizné jiné
soubory sér. Cilem celého snaZeni bylo dosdh-
nout bez velikého rozsahu vySetfovani a v co
nejkratsi dobé zachyceni hepatikli B a nosicua
HBAg mezi pacienty, ktefi se podrobuji péci
nemocni¢nich 1dZkovych oddéleni nebo riz-
nych ambulantnich jednotek a stivaji se pfi-
tom potencidlnim zdrojem nédkazy pro ostat-
ni pacienty a rovné&Z pro zdravotnicky perso-
nal. V prispévku prezentujeme zkuSenosti za
obdobi od zadatku listopadu 1973 do konce pro-
since 1974.

Material a metody

Vypracovand technika priikazu HBAg je mo-
difikaci PIEP podle Pesendorfera a sp. (1970).
Reakci jsme zrychlili tim, Ze pufr na elektro-
dach a v gelu ma dvojnisobny molaritni spad
(tzv. diskontinudlni pufrovy systém); to umoz-
fuje zkratit odecitani precipitacnich linii z 2—3
hodin na 45 minut. Spdd molarity pufru je mir-
néjsi neZli doporucuji nap¥. Wallis a Melnick
(1971) nebo Combridge a Shaw (1971); odpadéa
proto riziko roztrhéni agarového gelu béhem
elektroforézy. Zpoc¢atku pravidelné a nyni
pouze k ovéfovacim tGceldm pii detekci HBAg
provddime — paralelné s pfimou PIEP — i ne-
primou elektroprecipitaci neboli inhibici pri-
kazu antigenu, jak ji navrhli Ko¥finek a Svor-
cova (1971) a jak ji vZdy doporucuji Polanec-
ky a Schon (osobni sdéleni, 1973).

Z technického zarizeni mame k dispozici dvé
vany dod4vané vyvojovymi dilnami Ustavu sér
a ockovacich latek (USOL) v Praze: mal4 va-
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na IEP-3 je expedovédna se $ablonou a je urcena
pouze k vySetfovéni PIEP v agaru na dia-sklech
rozméru 8,5 8,5 cm, zatimco velkd vana IEP-2
je urena plivodn& k imunoelektroforéze sé-
rovych bilkovin a je dod4véna bez Sablony na
PIEP; v této van& lze najednou umistit dveé
dia-skla nebo dv& obdélnikova skla rozméru
7,5X10 cm, k nimZ 3ablona byla vyvinuta ve
VUHEM a UVN (obr. 1).

K pfipravé gelu uZivdme Ionagar €. 2 v ko-
ne&né koncetraci 1% v prostfedi acetat-vero-
ndlového pufru pH 8,1 o molarité 0,032. Slo-
Zeni pufru pro elektrody (0,064 M) je nésle-
dujici: Natr. barbit. 8,15 g; Natr. acet. 6,48 g;
0,1 N HC1 90 ml; destilovanad voda ad 2000 ml.
{Roztok 0,1 N MCI se pfipravi pfidanim 0,8 ml
koncentrované Kyseliny k 89,2 ml vody.) Jam-
ky v agarovém gelu jsou rozméru 3,5 mm, vzda-
leny svymi okraji asi 2,5 mm. Jako zdroj proti-
ldtek uZivdme nefed&né prase¢i hyperimun-
ni polyvalentni sérum anti-HBAg, vyrabéné
v USOL. Referentni HBAg (do kontrol, p¥ipad-
né do jamek pfi paralelnim vySetFovédni i na

Obr. 1

HBAg byla vybirdna séra s hladinou nejméné
1,8 wmol/ml.
Vysledky

V tabulce 1 jsou zaznamendny sumdarni vy-
sledky vySetfovani. Z dat je zfejmé, Ze v hlav-

Tabulka 1
Srovndni miry zdchytu HBAg v riiznych souborech lidskych sér
% < Pocet
. . Pocet Pocet Procento .
Charakterizace Obdobi s (e s o zachycenych
5 5 s vy$etfenych pozitivnich pozitivnich :
souborti sér vySetfovani sér sslesti naleztt nemocnych
HBAg+
Vybrand séra se zvySenou hladinou ! XI a XII 1973 1208 193 15,9 77
transamindzy GPT al az XII 1974
Séra s nezvySenou hladinou trans- Tazi X 489 4 0,8 2
amindzy GPT 1974
Séra z depist4Znich akci u voj. Gtvart X az XII 111 0 —_ 0
1974
Séra choromysinych (lééebna Horni X az XII 165 1 0,6 1%)
Befkovice) 1973
Séra s uréenim na vy$etfeni HBAg XIaXII 112 10 8,9 9x%)
1974

*) Nezafazeno do zdchytové kartotéky.

*%¥) Vzhledem k tomu, Ze vy$etfovani sér s uréenim pfimo na HBAg spad4 aZ do obdobi konce roku 1974, bylo 8 z 9 prokédzanych
pripadil zachyceno jiZ dfive ze sér se zvy$enou hladinou transamindzy GPT ; jediny novy zdchyt neni zafazen do analyzovaného

souboru pacientti (viz niZe).

HBAb) mé& podobné byt polyvalentni (smeés
HBAg-pozitivnich sér od né&kolika osob]). Elek-
troforéza probihd na malé vané IEP-3 pfi
80—85 V, na velké vané IEP-2 pfi 250 V i vice;
standardizace se dosahuje nastavovanim stélé-
ho proudu, ktery je 2,5 mA/1 cm. Po 45 minu-
tdch jsou odecCitdny precipitacni linie; ty se
vZdy jeSté barvi amidoCerni nebo azokarmi-
nem. Na kaZdém skle musi byt zakédovany po-
zitivni i negativni kontroly. Za takovychto pod-
minek lze na jednom skle vySetfit najednou
15—18 sér a v piipadé, Ze se neprovadi inhi-
bice priikazu antigenu, dvojndsobek tohoto
poétu. Pro-jednodussi manipulaci ¢ast@ji pra-
cujeme s vanou IEP-3 (nizkovoltaZni PIEP).
Transamindza GPT (alaninaminotransferédza)
byla urdovéana kolorimetrickym testem s pouZi-
tim souprav, vyrab&éngych v USOL; k zjist&ni

nim souboru 1208 vybranych sér (se zvySe-
nou hladinou transamindzy GPT) je 193 po-
zitivnich né4lezd (tém&f 16 %), coZ odpovidd
odhaleni piitomnosti HBAg u 77 pacientd.
V dalsich tfech menSich souborech sér (do-
hromady 765 vzorkil) je pozitivnich nélezi pod
1 %, v primé&ru nejvySe asi 2—3krat vice nez
odpovidd néleziim jinych laboratoii v normél-
ni zdravé populaci; 4 pozitivni nalezy ve sku-
piné 489 sér z biochemické laboratofe s ne-
zvySenou hladinou transamindzy GPT predsta-
vuji pro nds dva nové zachyty hepatitidy B.
DuleZitou skupinou je posledni soubor 112 vzor-
kd, coZ jsou séra zasland z klinickych oddé&-
leni nebo z ambulantnich jednotek s primym
uréenim na vySetfeni HBAg; pozitivni nélezy
tu rovnéZ dosahuji relativné vysokého procenta
(tém&F 9 %). Ve srovndni se skupinou sér se
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Tabulka 2

Casovy zdchyt nemocnych hepatitidou B nebo nosic HBAg ze sér se zvySenou hladinou transamindzy GPT v obdobi listopad 1973

a% prosinec 1974

Obdobi vysetfovani vyﬁsz;fmtgrch Pozitivni nélezy zzgﬁ;ttg%g ‘;{‘g S i

rok mésic ser podet procento

1973 XI 106 14 13,2 9 *)
XII 68 10 14,7 5 *%)

1974 I 60 7 11,6 3 *kok)
I 75 12 16,0 6 *kK)
111 81 9 11,1 2
v 98 9 9,1 5
A% 66 5 7,5 4 baiakat)
VI 87 11 12,3 8
VII 33 3 9,9 2
VIII 53 17 32,0 5 *EKAX)
IX 88 23 26,1 6
X 95 28 29,4 10
XI 190 31 16,3 5
XII 108 14 12,9 7

1973/74 celkem 1208 193 15,9 (6;77 o

*) 1 dalsi ndlez 4, nehldsen, vy$etfeni neopakovano; nezatfazen do tabulky ani do zachytové kartotéky;
**) 1 dalsi nélez +, nehld8en, vy$etfeni neopakovdno; pacient v8ak pfiSel znovu na jaterni testy za 1 rok, pfitom HBAg pozi-
tivni; je zafazen do tabulky v prosinci 1974 a rovnéZ je zahrnut do zdchytové kartotéky ;
**%) 1 daldi ndlez v obou mésicich -+ (tyZ pacient); v fijnu 1974 potvrzen jako HBAg pozitivni ze séra, které nevykézalo zvySenou
hladinu transamindzy GPT; v této tabulce tedy neni zafazen, aviak je zahrnut do zdchytové kartotéky mezi séry s nezvy-

$enou hladinou GPT;

**%x%) 1 daldi ndlez 2 X za sebou -, po tfeti negativni ; jako HBAg pozitivni potvrzen v Cervenci 1974; proto je zafazen do tabulky

i v zachytové kartotéce;

*xk**) 1 daldi ndlez 4+, nehldfen, vySetfeni neopakovéno, a proto neni zafazen ani v tabulce, ani v zdchytové kartotéce.

zvySenou hladinou transaminéz je tu vSak do-
sahovdno jen néco vice neZ polovi¢ni poziti-
vity. Je vysoce pravdépodobné, Ze po navyknuti
klinikli Z4dat vySetfeni na HBAg se mira za-
chytu hepatitidy B u téchto sér pribliZné srov-
néa se zdchytnosti v souboru vybiranych sér bio-
chemické laboratofe, urCenych ptivodné k vy-
Setfeni jaternimi testy.

V tabulce 2 je zaznamendn Casovy zachyt
hepatitidy B ve vybranych sérech se zvySenou
hladinou transamindzy GPT. Vcelku je zFejmo,
Ze nové pripady hepatitidy B se vyskytuji po
cely rok. Pfes urcitou, vlastné znac¢nou varia-
ci v nélezech neni moZno vysledky hodnotit
ve smyslu sezénnosti vyskytu hepatitidy B.

0Od zatéatku vySetfovani hldsime kaZdy nélez
na prislu$né oddéleni a kazdy novy zdchyt pak
na infek&ni odd&leni UVN a od podzimu roku
1974 také na epidemiologické oddé&leni VOUHEM.
Mési¢ni vykazy jsou dalsim dokumentem, ktery
je pFfedavan uvedenym sloZzkdm UVN a VUHEM.
V posledni dobé jsme se rozhodli z¥idit zachy-
tovou kartotéku nemocnych, resp. nosi¢ti HBAg.
Kromé& naciondle je v ni uvedeno bydlisté, po-
volani a zameéstnani, klinickd diagnéza pfi za-
chytu, z4kladni diagnéza, nélezy biochemické-
ho vySetfeni krve pii zachytu HBAg a prvni za-

znamy vySetifeni na HBAg. V paralelnim pro-
vedeni je zachytovd kartotéka rovnéZ na in-
tek&nim oddé&leni UVN. Evidence umoZnila de-
dukovat nékterd dalSi zjiSténi o souboru osob,
u nichZ byl prokdzan HBAg v sérech, uréenych
ptvodné k biochemickému vyS$etifeni funkce
jater.

V tabulce 3 je v souboru 79 evidovanych osob
zaznamenédno pohlavi, vk a vztah nemocn§ch
k CSLA resp. ndkteré udaje tykajici se socidl-
niho zarazeni. Prevalence muZi nad Zenami je
podminéna sloZenim pacient@ vojenskych zdra-
votnickych zafFizeni. Ve vé&kové distribuci je
zfejmé nartstdni nemocnosti mezi osobami
vy$siho véku, coZ je pfedevSim disledkem dlou-
hodobégjsi prileZitosti ke styku s nosifi HBAg
a k akviraci hepatitidy p¥i rtznych zdravot-
nickych zéakrocich; soufasné je to asi i vy-
razem chronicity hepatitidy B. Pomé&rné zna¢né
procento nemocnych bez primého vztahu
k CSLA je urcité zkresleno nedokonalosti nasi
evidence, nebot ze zdznami na ambulancich
i z chorobopisti se tyto tdaje pfesné nedo-
viddme (napf¥. u diichodcti). Pomérné vysoké
procento postiZenych zdravotnickych pracov-
nik svéd¢i o profesionalité hepatitidy B.

V tabulce 4 je tyZ soubor 79 evidovanych
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osob analyzovan podle oddéleni, z nichZ
vySel popud k vySetfeni jaterni funkce. Vidi-
me prevalenci pacientd hospitalizovanych na
internach, pfitemZ druhou velkou skupinu z4-
chyt@ tvoii nemocni p¥ichédzejici na pracovisteé,
kterd maji charakter ambulantnich jednotek.
U pacientd z internich oddéleni jde vétSinou
o chroniky, z nemocnych ambulantnich jedno-
tek a rovnéZ z infekéniho oddé&leni se rekru-
tuje urcitd Cast Cerstvych pripadi. Z tabulky
je zFejmé, Ze nemocni hepatitidou B, popfipadé
bezpriznakovi nosi¢i HBAg pfichézeji na témé&r
viechna oddéleni nemocnice.

V tabulce 5 je soubor 79 evidovanych osob
rozdélen podle klinickych diagnéz pri z&chy-
tu HBAg. Pii pestré skdle syndromi, kterymi se
infekce miZe projevovat, vynikd zejména chro-
nicita obtiZi. Nej¢astéji zaznamendvdme razné
pFiznaky s pfimym vztahem k onemocnéni ja-
ter. Akcentovat je vSak tfeba zejména mirnéj-
8i dyspeptické a podobné obtiZe nemocnych;
Cast z nich jsou onemocnéni Cerstvd nebo ne-
davnéd. RovnéZ nemoci ledvin a kloubti, cukrov-
ka, krevni choroby a dalsi jsou nékdy sdruZeny
s pfiznakovym komplexem, pfi némzZ lze evi-
dovat chronickou infekci vyvolanou virem he-
patitidy typu B. Prognosticky nejzdvazZnéjsi
jsou zejména agresivni formy chronického za-
nétu jater nebo cirrhézy, event. jeS§té sdru-
Zeneé S jinymi vnitfnimi chorobami; je jich

Tabulka 3

Neékteré zdkladni udaje o souboru 79 pacientii
s pozitivnim HBAg

Heslo Pocet Procento
Pohlavi
muzi 62 78,4
zeny 17 21,6
79 100,0
Vékovd distribuce
do 18 let 3 3,8
19-25 let 12 15,1
26-35 let 9 11,3
36-50 let 21 26,5
nad 50 let 28 35,4
vEk nezjistén 6 7,5
79 99,6
Vztah k CsLA
vojéci prezenéni sluzby 10 12,6
prapor¢ici a diistojnici
z povolani 20 25,2
diistojnici v. v. 3 3,8
obdans§ti pracovnici voj.
spravy 3 3,8
civilni osoby 39 49,4
nezji§téno 4 5,0
79 99,8
Nékteré jiné socidint vrstvy
zdravotniéti prac.
(v zévorce 1€ékafi) 8(3) 10,1
dachodci 17 21,5
ostatrii vletné nezjisténych 54 68,2
79 99,8

Tabulka 4

Rozdéleni evidovanych osob s pozitivnim HBAg podle odbornych
oddélent, z nichZ vySel popud k biochemickému vySetfeni jaterni

Sfunkce
gixr Pocet Poclet
chg)rt:lle((t:lelt?zésce zachy- ]ednotliv'é zachy-
oddeleni cenych oddéleni cenych
pacientl pacientli

Pracovisté majici

charakter ambu-

lantnich jednotek 21 Fyziatrie 2
Hematologie 4
Transfzni 1
ULZ 3
Zav. 1ékat 1
Poli I 1
Poli II 5
Pracovni 1
Osetfovna
MNO 2
Voj. atvary 1

Infekéni

a expektaéni odd. 5 Infekéni 5%)

Interny 48 Int. I 4
Int. IT 32
Int. III 12

Ostatni luZkova

oddéleni 5 Neurochirurgie 1
Ortopedie 1
Neurologie 1
Psychiatrie 1
ORL 1

Celkem 79 79

*) 4 dalsi pacienti zachyceni navic, aviak nikoli ze souboru sér
uréenych ptivodné na biochemické jaterni testy a nikoli v nasi
laboratofi.

urditd vice, nezli jsme mohli ze zdchytové kar-
totéky zaznamenat, a jsou asi zejména ve sku-
ping hepatopatii a chronickych hepatitid. Po-
kud je ndm znadmo, tf¥i z pacientdl s cirrhézou,
resp. s chronickou agresivni hepatitidou, jiZ ze-
mieli, viichni na selhani jater. Tato skute¢nost
— spolu s chronicitou — podtrhuje znamy fakt,
Ze hepatitis typu B je prognosticky zdvazZnégj-
§im cnemocnénim neZ hepatitis typu A.
Vcelku lze fici, Ze razné statistické utdaje
dedukované ze zdchytové kartotéky jsou v sou-
ladu s vSeobecnymi zkuSenostmi zahrani¢nimi
i doméacimi. Pokud se tyké téchto druhych, bu-
de nejlépe odkazat na védecky materiél, ktery
pfinesla na téma ,Antigen hepatitidy B“
posledni pracovni schiize obou narodnich he-
patologickych spole€nosti z konce roku 1973
(Ceska a Slov. hepatologicka spol., 1974).

Zaver

Ve vySetfovdni sér se zvySenou hladinou
transamindzy GPT spatifujeme efektivni zpi-
sob odkryvani HBAg mezi pacienty ambulant-
nich i ldZkovych oddéleni nemocnic. Razné
zkuSenosti poukazuji na to, Ze za kritické by
se meély povaZovat niZ§i hladiny enzymu
v sérech, neZli jsme volili pfi jejich vybéru:
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Tabulka 5

Rozdéleni evidovanych osob s pozitivnim HBAg podle diagnoz,
které byly podnétem k biochemickému vySetfeni funkce jater

; ! Pocet
Diagnézy pacientit Procento

Dyspepticky syndrém &erstvy i chro-
nicky, gastritis, ulcus v&etné ca, cho-
lecystopatie, pancreatitis, collitis a
podobné 12 15,1
Virové hepatitis 8 10,1
Stav po virové hepatitidé 12 15,1
Ikterus véetné ikteru obstrukéniho 3 3,8
Hepatopatie, hepatomegalie, persis-
tujici hepatitis, chronickd hepatitis
apod. 13 16,4
Agresivni hepatitis a cirrhdza 4 5,0
Komplikované syndrémy s hepato-
patii (pfi nich diabetes mell., pyelo-
nefritis, nefritis, arthropatie, isché-
mie, infarkt myokardu) 4 5,0
Steatdza jater 2 2;§
Ruizné rendlni syndrémy véetné pye-
lonefritidy 3 3,8
Artropatie, m. Bechtérev, artralgie,
revmatismus 3 3,8
Stav po operacich 4 5,0
Ruzné (infarkt myokardu, ischemic-
k4 choroba, fraktura, du$evni poru-
chy, pfedopera¢ni vySetfeni, dédrce
krve) ‘ 6 7,6
Nezji$téno 5 6,3

| 79 99,5

misto hodnoty 1,8 hodnota 1,5 gumol/ml. Jinak
se volba transamindzy GPT jako indik4toru pro
vySetfeni na HBAg plné& osvédcila a neni ucel-
né brat v dvahu napf. stanoveni transaminézy
GOT (aspardtaminotransferdzy). V téch ne-
mocnicich, kde ve vstupnim screeningu se vy-
Setfuje i gamaglutamyltransferdza (GGTP), lze
se Fidit pFi vybé&ru sér rovnéZ stanovenimi zvy-
Senych hodnot této zkousky.

Postup, ktery jsme zvolili pri zacCatku vy-
Setfovacich moZnosti na HBAg, zabezpecuje
aktivni vyhleddvdni nemocnych ¢€i nosicd
HBAg v celém pacientském kolektivu, ktery
pFichdzi do nemocniéniho aredlu. Re3eni pro-
blematiky 1ze hodnotit jako G&inny vstupni
element studia nozokomidlni manifestace he-
patitidy B. Vysokd mira pozitivity HBAg, kterou
jsme prokézali za relativn& kratkou dobu vy-
Setfovani, nabadd k soustfedéni pozornosti a
zdjmu o toto onemocnéni v odbornych kolek-
tivech nemocnic. V UVN evidujeme jiZ nyni, Ze
pri klinické diagnostice se na hepatitidu typu
B mysli vice neZli napf¥. prfed rokem, proké-
zané pripady se hospitalizuji na interndch
k upfesnéni diagndézy nebo na infekénim od-
déleni k 1é¢bé Cerstvych pripadi, z interen je
vyvijen tlak na zkomplexnéni laboratorni

diagnostiky, zavddéji se pfezkumy atd. Od za-
¢atku — z kliniki — se vysoce angaZuji
v8ichni pracovnici infek&niho oddéleni a
rovnéZ fada internistd.

Pokud se tykad vlastniho laboratorniho vy-
Setfovdni na HBAg, jsme teprve na zaatku.
Zavedend modifikace PIEP je sice vysoce spo-
lehlivd a rychl4, ale prece jen nepfili§ citli-
v4. Ve spolupréci s riiznymi oddélenimi VUHEM
se pokousime o zvladnuti nékterych citlivéjSich
technik priikazu HBAg a rovnéZ bychom chtéli
pomoci pf¥i objektivhim hodnoceni imunologic-
kého stavu nemocnych chronickymi formami
hepatididy (priikaz antigen-protildtkovych
komplextli, autoimunnich protilatek, irovné bu-
nécné imunity). Pokusime se zavést také subty-
povou identifikaci povrchového HBAg. Velice
potfebnym, avSak technicky znac¢né svizelnym
problémem bude ovlddnout vhodnou a ze-
jména citlivou techniku v priikazu post-
infekénich protilatek, vyuZitelnou k epidemio-
logickym aplikacim. Dosavadni elektroforetickéa
detekce protildtek je k témto GCelim — pro
svoji nizkou citlivost — nevhodna.

Souhrn

B&hem 14mési¢niho obdobi bylo vySetfeno
protismérnou elektroforézou v mirné diskon-
tinudlnim pufrovém systému 2085 sér né&koli-
ka riiznych skupin na pritomnost HBAg. Jedno-
znadné nejvyssi pozitivita (témsf 16%, coZ od-
halilo ndkazu u 77 rznych nemocnych) byla
v hlavni skupin& 1208 sér se zvy3enou hla-
dinou transaminazy GPT. VySetfovéani takovych-
to sér je povaZovadno za ekonomicky vysoce
GCinny zplsob odkryvani hepatitidy B mezi
pacienty velkych zdravotnickych komplexd.
Analyzou dat zichytové kartotéky je poukazo-
vano na néktera dalsi fakta, kterd mohou byt
uZitetnd pro studium nozokomidlni manifes-

tace hepatitidy typu B.
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