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,Alergicka onemocnéni jsou zplsobena neprimérenou reakci imunitniho systému na bézné

neskodné antigeny pochazejici z vnéjsiho prostredi.”

Tyto antigeny se nazyvaji alergeny.
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Typy precitlivelosti dle Coombse a Gella

1. L Typ precitlivelosti s ucasti Igk — atopicka

2. . Typ - reakce s ucasti 1gG a IgM
Podtyp lla - cytotoxicka reakce — potransfuzni reakce, hemolytické onemocnéni novorozence

Podtyp Ilb — blokujici a stimulujici autoprotilatky (myasthenia gravis, thyreotoxikéza)
3. lll. Typ —imunokomplexova reakce — sérova nemoc, SLE

4. IV. Typ — reakce oddalené precitlivélosti
® S prevazujici Ucasti Thl + makrofagy = granulom (TBC, sarkoiddza)

o S Th1 s prfevazujicimi (Th17) a CD8 cytotoxickymi T-lymfocyty = kontaktni dermatitida

5. Reakce na cizi téleso

6.  Septicky Sok



Precitlivélost I. Typu

Probiha ve 3 fazich: 5 , o
2. Casnd a pozdni faze 1. faze senzibilizace

1. faze senzibilizace alergicka reakce @ % Allergen

N igen-prlfsenting
# ce

*zpracovani alergenu,
indukce Th2 odpovédi = produkce IgE

Mast cell
*Vazba IgE na vysokoafinitni Fce receptory zirnych degranulation

bunék ('

2. Casna faze alergické reakce (minuty po styku)
*Aktivace Zirnych bunék alergenem = degranulace
3. Pozdni faze alergické reakce (hodiny po styku)

*Syntéza metabolitt kyseliny arachidonové — leukotrieny,
tromboxany, prostaglandiny

antibodies



Precitlivélost I. Typu

oSennd ryma (sezénni, celorocni) 1. faze senzibilizace

2. Casna a pozdni faze
oKonjunktivitida alergicka reakce & L Allergen
oAstma bronchiale typ | (eozinofilni) & \ﬂgengfse"ﬂng
oAtopicky exém

oKoprivka

oAnafylakticky Sok

antibodies



Alergen

oExogenni antigen, ktery u vnimavych jedincl vyvola patologickou imunitni reakci

oNazvoslovi alergenu: vychazi z latiny, napr. kocka domaci:

Felis domestica
_——— Cislice udava pofadi
Feld 1

/ X alergent kocky, na které

L, o, reaguje nejvice
Prvni 3 pismena jmena  Pryni pismeno jména pacient( alergickych na
rodoveho druhového kotku — zde &slice 1 —
hlavni alergen kocky
lipokalin, na ktery
reaguje 95% pacientu
alergickych na kocku



Alergeny hlavni a vedlejsi

oV soucasnosti je znamo aminokyselinové slozeni vétSiny alergent

oRozliseni 2 skupin:

o Alergeny hlavni — latka, na kterou reaguje 50-90 % jedinc precitlivélych na dany alergen (IgE)
napt. Fel d1,Betv1,Arah1l,2,3

o Alergeny vedlejsi — reaguje na né mensina osob vnimavych na dany alergen (<10 %)




Alergeny |. a Il. tridy

Alergeny I. tfidy — alergeny potravinové, senzibilizace oralni cestou
o Spousti se do par minut od konzumace potraviny

o Klinické ptiznaky variabilni — od svédéni dutiny Ustni, rt (ordini alergicky syndrom, OAS) aZ po Zivot
ohrozujici anafylaxi

Alergeny Il. Tridy — alergeny inhalacni
o Casto proteiny rostlin s riznou enzymatickou aktivitou, napf.
Skladovaci proteiny — semena, orechy
Inhibitory enzymu (amylaz, antitrypsin) — brani stépeni Skrobu a proteinl v obilnych zrnech
Regulacni proteiny — podili se na rozmnozovani rostlin
Proteiny souvisejici s patogenezi (obrana rostliny — hevaminy — funkce podobna lysozymu)
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Cross-reactivities

/krizena reaktivita

Research on Likely Cross-Reactions Between Foods(2):

Risk of Reaction

oVelkd ¢ast alergenu si je velmi podobna ve svém
aminokyselinovém slozeni

oAlergeny s vyssi nez 50% homologii vykazuji zkrizenou reaktivitu

ole-li homologie vyssi nez 80 % - PANALERGENY — obsahuji
fylogeneticky konzervativni sekvence AK

o Zpusobuji potravinovou alergii asociovanou s pyly
o 1. faze — senzibilizace pacienta inhala¢nimi alergeny

o 2. faze — zkfizena reaktivita mezi proteiny inhalacnich
alergent a potravinami = potravinova alergie
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Antigen Z

Antigen Y

Anti-X
ntibody

Shared epitopes Similar epitopes

Originally published December 2015 by Ellen Avery, MS, RD, CNSC
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Panalergeny

broskev ‘=\
Nestabilni Stabilni — T
- proteiny proteiny tresné :/ <
gvestka ?
jablko 7
hruska 7
liskovy ofech |£ /
pyl platanu .
| biizy |©
pylpgllivovn):'ku Profiliny
pyly trav

Obrazek ¢. 65: Zakladni skupiny panalergenu



Panalergeny - stabilita

Termolabilni alergeny:

* Profiliny a PR-10
proteiny

* V nativnim stavu —
alergenni potencial,
Povarenim/kyselym pH
naruseni 3D struktury

Termostabilni alergeny:

* LTP a zasobni proteiny

* Alergenni epitop tvoren
blizkymi
aminokyselinami ve
strukture molekuly

* Neni ovlivnén varem ani

molekuly = naruseni pH = molekuly
epitopu > ztrata povarenim neztraci
alergenicity alergenicitu

* Projevuje se vétSinou jen * Muze hrozit zavaina

' IgE vazebna mista na potravinovém proteinové alergenu

oralnim syndromem alergicka reakce!




Alergeny pro laboratorni diagnostiku

/\

Standardizované alergenové extrakty Rekombinantni alergeny
Purifikace z pfirodnich zdroj Ze zdroje alergenu izolovana RNA
Vyrobce stanovi obsah hlavnich Prepis do DNA
alergent kvantitativné (ELISA) VloZeni DNA bakteriofaga
Mnozstvi a aktivita alergenu se Hostitelem bakteriofaga E.Coli
srovna se standardem E.Coli produkuje alergen v Cisté
Kromé alergenu obsahuji extrakty formé — R
také nealergenni slozky (proteiny, Rekombinantni alergeny umoznuji
sacharidy...) komponentovou diagnostiku
Ty mohou vést k falesné pozitivité A S
testl, nelze odlidit zkFizené 3% — = U {é g
reaktivity 33% 550 vy




Komponentova diagnostika — stanoveni
rekombinantnich alergenu (RAL)

oUrci u pacienta konkrétni antigenni determinantu, na kterou se IgE vaze

oDokdzeme rozlisit, zda u pacienta po podani alergenu hrozi zavazna reakce (anafylaxe)

oDale napt. reakce na vCelu a vosu

o U stanoveni specifického Igk na vCelu a vosu pomoci alergenovych extraktl byva casto pritomna
zkfizena reaktivita (existuje urcitd homologie ve strukture obou jed() — pacient faleSné pozitivni na oboji

o Komponentova diagnostika dokaze odlisit, zda je pacient opravdu alergicky na v¢elu nebo vosu (neni zde
nespecifita zplUsobend zkfizenou reaktivitou)

o = vyznam pro alergenovou imunoterapii
(sloZeni alergen(l, zda ma vyznam je pacientovi podavat)



Alergologicke vysetreni

1. Anamnéza
> Rodinnd — vyskyt alergii u ¢len( rodiny
> Osobni
> Vyskyt klinickych obtizi po kontaktu s urcitymi alergeny
° Inhala¢ni alergeny, potravinové, léky, hmyz, udaje o domacim a pracovnim prostredi, zviratech

> Jaké klinické priznaky, jak rychle se vyviji, jaka zavaznost, jak dlouho trvaji, v jakych periodach se
opakuji

o Vyviji se vyrazka na klzi po kontaktu se Sperky, pasky apod.? = i

Snaha vytipovat potencidlni alergeny, na které
bude provedeno vysetreni \
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Alergologicke vysetreni

2. Odbér krve

oPro zhodnoceni celkového zdravotniho stavu pacienta se odebira krev kromé alergologickych
parametrd také na:

o Biochemie — zakladni biochemické parametry (glukdza, tryacylglyceroly, cholesterol, hormony stitné
zlazy...)

o Hematologie — krevni obraz
o Imunologie — zakladni screening autoprotilatek (ANA), komplement, subpopulace lymfocyt(

oPacient nemusi trpét pouze alergickym onemocnénim ale i dalSimi komorbiditami ...



3. Alergologické vysetreni -in vivo testy

Lze je provést primo v ordinaci alergologa

1. Prick testy — inhalacni, potravni a zvireci alergeny
2. Intradermalni testy — blanokfidly hmyz, 1éky
3. Epikutanni testy — kontaktni alergie (IV. Typ)




2. Naruseni kuze plastovym kopickem 3. Inkubace cca 20 min

1. Aplikace kapky alergenu !El

l

4. Odecet velikost pupene

1. Prick testy

o Preanalyticka faze — pacient cca tyden pred provedenim testu vylouci |éCbu
antihistaminiky/kortikoidy

o Aplikace standardizovanych alergen( na volarni stranu predlokti
o Soucasti je také negativni kontrola (fyziol.roztok) a pozitivni kontrola (histamin)

o Kontraindikace: nespolupracujici pacient, pacient s koznim onemocnénim
v misté provedeni testu a lidé, kterym neni mozné vysadit |écbu




Aplikace alergenu do podkozi injekéné

Intradermalni test

olV. Typ precitlivélosti
oAlergie na léky, jedy blanokridlého hmyzu

oAplikace alergenu do podkozi pomoci injekéni jehly

oNevyhoda — vysledky testu zavisi na hloubce vpichu — zavislé na zkusenosti
zdravotni sestry

oExistuje nizke riziko vazné reakce (léky jsou ale vyrazne W maow srown

naredény, proto je riziko zavazné reakce snizeno na minimum) s&wom
e
oPodrazdéni klize mlze pretrvavat az 36h po provedeni testu e
4?- epidermis

Wi ‘. Intradermal test

NO BLOOD!



Epikutanni test

oDiagnostika kontaktni alergie (IV.typ) — nizkomolekularni chemickeé latky

oPrincip — aplikace podezrelych latek ve formé néaplasti na zdravou klzi zad =
odecet za 48, 72 a 96h

o Pozitivni vysledek — exém v misté kontaktu

oKontraindikace:
o Kozni onemocnéni v misté aplikace test( (zada)

i
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o Imunosupresivni/imunostimulaéni terapie

oNelze testovat latky toxické a s extrémnimi hodnotami pH
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https://www.dermatologiepropraxi.cz/pdfs/der/2011/03/14.pdf e

Weak Positive




4. \/ysetreni dychacich cest — diagnostika astmatu

oMereni FeNO (frakéni expiracni NO) — méreni oxidu dusnatého ve vydechovaném vzduchu
o PFi eozinofilnim zanétu dychacich cest se ve vyssi mire tvori NO
o Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu koreluje se zavaznosti eozinofilniho zanétu
o Vysledky se vyjadfuji v ppb (pocet molekul NO na 10*° molekul vzduchu)

oSpirometrie
o Vysetreni funkénich parametrd dychacich cest, diagnostika obstrukce

oBronchomotorické testy

o Bronchodilatacni test — podani bronchodilatancia = sleduje se reverzibilita obstrukce dychacich cest
(reverzibilita ukazuje na astma)

o Bronchokonstrikéni test — podani metacholinu (nebo fyzicka zatéz) = sleduje se, zda jsou pridusky
schopny konstrikce pod vlivem vyvolavajici latky (svéd¢i pro zanét priduskové stény)



5. Alergologické testy in vitro - prehled

Serologické testy

1.  Nefelometrie — stanoveni celkového IgE

2. Immulite 2000 — stanoveni specifického IgE, eozinofilni kationicky protein (ECP)
Pozn. drive se ke stanoveni specifického IgE pouzivala i ELISA - dnes uz ne!! — nahrazeni pristrojovymi
metodami

3. ImmunoCap Phadia — stanoveni tryptazy a vybranych rekombinantnich alergen(

4. MADXx Allergy Explorer multiplex metoda - stanoveni az 280 alergenu

Bunécné testy

1. Stanoveni poctu eozinofil(

2. Test aktivace bazofill (BAT)

3. Proliferace lymfocytt a ELISPOT



Celkove Igk

oCelkové IgE - norma 0-100 IU/ml — stanoveni nefelometricky

oCelkova koncentrace IgE koreluje s pritomnosti alergického onemocnéni

oPouhé stanoveni celkového Igk k urCeni pritomnosti alergie nestaci,

prOtOEE: total serum i ’5'
IgE IU/ml 10 00 .
o Vysoké IgE také u jinych diagndz, napf. nosni polypdza, Wiskot-Aldrich ! = . ¥
syndrom, hyper IgE syndrom, AIDS, parazitarni onemocnéni _— : 4 :

$ | -

o Nizké IgE - 60 -70 % alergikl nemusi mit celkové IgE zvy$eno nad 100 Ul/ml | i i

. : §

100 i ! .

Celkové IgE hranice pozitivity: w0 ¢
100 IU/mil

1
| normal range sennd celoro¢ni astma  atopicky
ryma  ryma ekzém

o https://portal.med.muni.cz/clanek-695-vysetrovaci-metody-v-imunologicke-a-alergologicke-laboratori.html



Immulite 2000 — specificke IgkE

(pouziva alergenové extrakty)

*Enzymoveé zesilena chemiluminiscence
*Pevna faze — 1 velka plastova kulicka potazena biotinem

*Pridame alergen konjugovany se streptavidinem - navaze se na kuli¢ku

*Pfiddme pacientovo sérum —> vazba alergen specifického IgE

*V dalSim kroku — pridame anti-IgE protilatku znacenou alkalickou fosfatazou = po pridavku -
adamantyl-dioxetan-fosfatu odstépi enzym fosfat = vznika nestabilni aniont, ktery pfi rozkladu
uvolni emisi fotonl — zaznamena se pocet zablesk

Immulite 2000  Patient's serum IgE
(Siemens)

Phosphate ester of
! adamantyl dioxetane

W .




Immulite 2000 — stanoveni ECP

oPrincip stanoveni — chemiluminiscence - podobné jako stanoveni specifického IgE (rozdil - na
plastové kulicce je navazana zachytna protilatka anti-ECP, zbytek principu je identicky)

oEozinofilni kationicky protein je produkt aktivovanych eozinofilu

Neuro - mediators

oJeho hladina koreluje se zavaZnosti eozinofilniho zanétu Subsance P Cyttovic secretoryprocicts
. . v , . , , Nerve Growth Factor (NGF) Eosinophil peroxidase (EPO)
(tOXI cita — pos kozeni e pite lud yC hacich ce st) Vasoactive Intestinal Peptide(VIP) Major Basic Protein (MBP}

} Ribonucleases

Eosinophil Cationic Protein (ECP)
Eosinophil Derived Neurotoxin (EDN}

oPouziva se k monitorovani pribéhu a |écby
eozinofilniho alergického astmatu
(pokles ECP = Uspésna lécba)

Stimuli
Tissue injury
Viral and bacterial infections
Allergens, Tumours

Cytokines
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8
-'+ I-10, 1L-12, IL-13, IL-16, IL-18,
, , . , TGFa/B, GM-CSF, TNFa/B, IFNy
oNormalni hladina v séru < 24 ng/ml

Chemokines
CCL3/MIP-1a, CCLS/RANTES
CCL7/MCP-3, CCL8/MCP-2

l \ CCL1/Eotaxin-1, CCL1/MCP-4
Lipid Mediators

Growth Factors :
Heparin-Binding Epidermal Growth Factor-Like Leukotnengs (LTD4,LTE4)
Binding protein (HB-EGF-LBP) Prostaglandins (PGE1, PGE2)



Phadia Thermofisher — fluorimetrie

Pevna faze — plastové kepiky, které obsahuji aktivovanou celulézu — velka plocha

Na celuldzu navazan alergen = na néj vazba pacientova IgE

V dalSim kroku pridavek anti-IgE protilatky znacené B-D-galaktosidazou

Pridavek substratu - Methylumbelliferyl- B-D-galaktosid = enzym odstépi B-D-galaktosid a
vznikne methylumberiferon 2 excitace svétlem - emise fluorescencniho zafeni (na rozdil od
Immulitu zde potrebujeme zarovku (Hg-Vybojka) k excitaci methylumbeliferonu!)

ImmunoCAP
(ThermoFisher)

Patient's serum IgE

: Anti-IgE

B-galactosidase

Methylumbelliferyl-B-D-
galactoside

* Fluorescence

e Stanoveni tryptazy

e Stanoveni specifického IgE
proti rekombinantnim
alergeniim




ImmunoCap - Tryptaza

oUvolnuje se po aktivaci Zirnych bunék alergenem - marker anafylaktické reakce
o Diferencialni diagnostika anafylaktickych reakci polékovych, po bodnuti hmyzem

o Také stanoveni post mortem — urCeni anafylaktické reakce jako pFiciny umrti

oTryptazu tvori také mastocyty = vyrazné zvyseni u systémovych mastocytoz

oVyhoda tryptazy (napr. v porovnani s histaminem):
o Neni na rozdil od histaminu uvolfiovana bazofily v krvi — vyloucena falesna pozitivita in vitro

Mast cell

o Je v krvi stabilni kolem 48 h > moZno stanovit post mortem

Constitutive
secretion

o PFi uchovani vzorku pri chladnickové teploté — stabilni az tyden

!

oNorma 0-13,5 ug/I

pro-tryptases

Degranulation
Eos & PMN recruitment

SM/iibroblast proliferation
Angiogenesis

Nerve stimulation
Epithelial stimulation
ECM degradation
Fibrinogenolysis

il

mature tryptases



ALEX (allergy explorer)

4. Pridavek anti-Igk znacené enzymem
- promyti = pridavek substratu

2. Pridavek diluentu O
a 100ul pacientova séra O

3. Vazba IgE na alergen L. ) )
5. Pfeména substratu na barevny

produkt = tvorba barevného spotu na
ALEX — Cipy obsahuji az 280 gipu
alergen(, v prabéhu inkubace
pacientova séra se pridava
také specialni diluent, ktery

obsahuje blokator, ktery |
eliminuje vazbu anti-CCD IgE — —

6. Zastaveni reakce stop Cinidlem,
ususeni ¢ipu = odecet

1. Na Cipu jsou ve formé spotu imobilizovany nanocastice potazené
alergenem - je dana presna poloha spotu na Cipu pro konkrétni alergen




ALEX (allergy explorer)

-Cipova technologie — multiplex metoda

*Stanoveni az 280 alergen( v jediném kroku (¢ip obsahuje jak alergenové
extrakty, tak vybrané rekombinantni alergeny)

*Klinik v ordinaci indikuje pacienty pro vysetfeni ALEX pouze na zdkladé klinickych projevi —
pacienti, kteri udavaji mnohocetné alergie (inhalacni, potravinové)

*Hodi se pro pacienty kde je podezreni na zkrizené alergie

*Hladina celkového IgE nehraje pri indikaci roli
*Hodnoceni vysledkl probiha pomoci pocitace — specialni ¢tecka CipQ, software
*Vysledky — kUA/I, 4 semikvantitativni tridy

*Video — pracovni postup:
https://www.youtube.com/watch?v=kIET1jLVmp4&ab channel=DasitGroupS.p.A.



https://www.youtube.com/watch?v=klET1jLVmp4&ab_channel=DasitGroupS.p.A

ALEX (allergy explorer)

oVyuziti:
o Indikace pro specifickou imunoterapii

o Vyhodnoceni rizik pro pacienta s cilem zabranit zavaznym alergickym reakcim

o Ziskdvame molekularni informace o zkfizené reaktivité = : e
@  uxrar B ‘ Araho :::::;
Peanut : Arahs
Napfiklad zasobni proteiny jako jsou Ara h 1,2,3 nebo 6 mohou ==
vyvolat alergické symptomy vedouci az k anafylaktickemu Soku. & Cora 1 Cora 8 e
' oy . ” v av s Hazelnut
Naopak, Ara h 8, protein PR-10 obvykle nevyvolava zavaznéjsi
problém, pritom ale vede k tomu, Ze vysledky testu extraktu jsou =] N B
pozitivni, coz vede k urCité nejistoté na strané |ékare i pacienta. wept
Podobné konstelace se objevuji i u dalSich potravinovych alergent, > -
napf. s6ji, liskovych ofech i vliagskych ofechd. i

_ v o
Cashew




Bunécneé testy v alergologii

1. Stanoveni poctu eozinofill (l.typ precitlivélosti) - rutinné

2. Test aktivace bazofilt (BAT) (l.typ precitlivélosti) - rutinné

1. Test proliferace lymfocytl na pozdni alergickou reakeci (IV. typ precitlivélosti)

2. ELISPOT (IV. typ precitlivélosti)

\

Detekce pozdnich reakci na IéCiva
(pouze specializovana pracovisté, vyzkumné testy)



Stanoveni poctu eozinofild

oPrincip — hematologicky analyzator

o Hydrodynamicka fokusace vzorku 1000
o Impedancni vlastnosti bunék - pocet 800_'
o Prlichod svételnym paprskem — vlastnosti o velikosti a granularité _
Vé [ [ Y 4 v y 4 A4 v m-
oKrevni diferencial dospélého cloveka: a |
o Lymfocyty: 20-45 % L 0
o Monocyty 2-12 % o
o Neutrofily 50-70 % 1
o Eosinofily 1-3 % 1000 : 20,468 e
. 10° 10° 10° 10°
o Bazofily <1% CDA5:FITC

oZvysSeni eozinofil( — alergickd, parazitarni onemocnéni...
oPouziti — monitoring eozinofilniho astmatu

oPFi znalosti absolutniho poctu leukocytl |ze absolutni pocty bunék dopocitat
o Leukocyty 4-10*10%/I



Test aktivace bazofilu (BAT)

funk&ni test umoznujici vySetfeni aktivace bazofilu po setkani se s urcitym alergenem in vitro

Na povrchu bazofilli - FceRI (receptor pro IgE)

Zalozen na expresi aktivacniho znaku (CD63) na

v iy . , povrchu perifernich bazofilt po jejich expozici
Vysetreni periferni alergenem in vitro
heparinizované krve,
stimulace alergenem * . —
Allergen

Reakce precitlivélosti jsou podstatou alergickych onemocnéni.
pfi 37 °Cve vodni lazni, o mAb Reakce precitlivélosti I. typu neboli IgE mediovana alergie - je
‘ / ' e >—an zprostfedkovana protilatkami IgE.
zastaveni reakce, lyza "’ g F'TomAb Y : =
o v y, :ncu“g?:ﬁ'é Cill F“R' @/ AR IgE se navaze na bazofily ve fazi senzibilizace.

erytrocytu a mereni na c;g% ' %um ?Rﬂwm PFi dalsim setkani s alergenem — alergen pfemosti IgE, to vede k
pratokovém cytometru \ €3 *17\ aktivaci bazofil(i - masivnimu uvolnéni produkttl degranulace

coz0sc W § \) -K . bazofi!t‘] a ma,stocytl‘] —> zvysSena exprese CD63 a CD203c

- | coss  ani-cOG3 na aktivovanych bazofilech.
2 ; st 002036 - 7 e

release

ohrani¢ime subpopulaci bazofilti (IgE pozitivm! |

- sledujeme expresi CD63 (viz.obr.) a CD203c (neni uvedeno)

Sledujeme expresi CD63 na povrchu bazofil{




Test aktivace bazofilu (BAT)

oBazofily v neaktivovaném stavu exprimuji v nizké mire znak CD203c, jsou CD63 negativni

oPFi aktivaci a degranulaci se zvysuji znaky CD63 a CD203c > méreni pomoci pritokové
cytometrie

oProvedeni testu — prestimulace pIné krve s IL-3 = nasleduje pfidavek alergenu = inkubace 2>
promyti = znaceni protilatkami (anti-CD63, anti-CD203c, anti-IgE) = promyti = lyza erytrocyt(

CD63
histamine-
containing :

secretory
vesicle

IgE-specific IgE BINDS TO A MULTIVALENT .)\ HISTAMINE

Fc receptor Fc RECEPTORS ANTIGEN CROSS- RELEASE BY
LINKS ADJACENT EXOCYTOSIS
IgE MOLECULES

Zdroj: https://raphaels7.wordpress.com/2015/08/21/basophil-activation-test/



BAT — alergeny

oVétsinou se pouzivaji alergeny z prick testud

oU podezieni na lékové alergie doktor spolu s krvi zasild do laboratofe podezrely Iék = v laboratofi
rozdrcen, prefiltrovan a naredén

oU kaZzdého BAT testu se poziva fedéni alergenu v poradi 10krat, 100krat a 1000krat = proc?

|

oNékdy mize byt koncentrace alergenu natolik velkd, Ze bazofily se vyrazné naaktivuji a béhem
inkubace podlehnou nekréoze = vysledkem méreni je faleSna negativita

oProto se mUze stat, Ze napr. pfi redéni 10krat je reakce negativni, ale pozitivni v redéni 100krat!!



SSC-A(x 1,000)

BAT — gatovaci strategie

(Pacient alergicky na kocku — alergen Fel d)

Negativni kontrola Pozitivni pacient —vidime

3. Bazofily - : e
. y Bazofily jsou CD63 neg. populaci CD63 pozitivnich
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Negativni kontrola

e negativ ah 00012554 963 negativ ah 00012554 963
nega H] [H]
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Pri vySetreni BAT u pacienta je soucasti testu

vzdy:

Negativni kontrola (PBS)
Pozitivni kontrola (stimulace fMLP)
3 fedéni alergenu (10x, 100x, 1000x)

Hodnoceni:

Léciva: pozitivita 2 5% CD63+ bazofilli

Alergenové extrakty: pozitivita 2 15% CD63+ bazofilu

Vosa
vosa ah 00012556 965 vosa ah 00012556 965 vosa ah 00012556 965
[B] SS INT / IgE A647 FL4 [
o IgE A647 FL4 / CD63 FITC . 18E A647 FL4 / CD203c PE
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Proliferace lymfocytu (LTT, lymphocyte transformation test) —
metoda H; thymidyn

oPacienti se zdvaznymi reakcemi na léky = V. Typ precitlivélosti dle Coombse a Gella

oPrincip: inkubace lymfocyt( pacienta s podezielym lékem 7 dni v médiu = poté méreni
proliferace pomoci metody H; thymidyn

o Soucasti testu téz negativni kontrola (PBS), pozitivni kontrola (PHA, ConA) a zdrava kontrolni osoba!

oPokud lymfocyty proliferuji, je dany |ék povazovan za spoustéc pozdni alergické reakce

oUskali:
o Testovan je pfimo lék, ale ne jeho metabolity (nékteré |éky se biotransformuji na metabolity které maji
dany ucinek)
o Nékteré Iéky primo pusobi jako inhibitory proliferace (napr. prostaglandin E2 = utlum produkce IL-2)

o Moiznost falesné pozitivity bez klinickych pfiznakd pacienta = nutno vidy hodnotit vysledky spolu s
klinickymi daty



ELISPOT
(pouze specializovana pracoviste)

oPrincip:
Izolace PBMC
2. Nasazeni PBMC do jamek ELISPOT desticky, jejiz dno je pokryto protilatkou proti IFN-y
3. Pridavek podezrelého léku k bunkam
4. Inkubace 24-72h (pokud se antigen specifické lymfocyty Iékem aktivuji, budou produkovat IFN-y)
5. Odmyti bunék, pridavek detekéni protilatky proti IFN-y znacené enzymem
6. Pridavek substratu = vyvoj barevnych spotu

Priklad — pacient s pozdni reakci na klindamycin — projevil se exantémem po tele1
nutna hospitalizace

Vpravo patrna silna pozitivita — lymfocyty po styku s klindamycinem tvorily IFN- |
(359 spotd, vs. 19 spotl u kontroly)

Vhodné pro pacienty se zavaznymi reakcemi, kde nelze provést kozni/expozi¢ni - %y
testy Kontrolni osoba Pacient




