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Laboratorni vysetreni, ktera pouzivame k prikazu alergie, jsou zaloZzena na stanoveni specifickych IgE protilatek u atopickych pacientd.

V pribéhu poslednich let byly vyvinuty nové laboratorni postupy.
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In vitro diagnosis of type | allergy is based on the detection, and quantification of allergen-specific IgE antibodies in serum of atopic
patients. New laboratory methods were introduced during past years.
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Laboratorni diagnostika alergie, tj. testy in
vitro, je nedilnou soucasti vysetienf alergického
pacienta. Je potrebné si ale uvédomit, ze labo-
ratorni vysetfeni nemohou nahradit vysetreni
klinické. Zakladem vysetieni alergického pa-
cienta zUstdvad podrobnd anamnéza, klinické
vysetfen( a testy s alergeny, koZnf prick testy.
Laboratorni vysetfeni u alergickych onemoc-
néni jsou indikovdna zejména u onemocnéni
a stavl spojenych s tvorbou IgE protildtek, tj.
s alergickou reakci prvniho typu. B&Zné dostup-
né laboratornf testy nejsou schopny zachytit
a prokazat alergické stavy, které jsou zpUsobeny
jinymi mechanizmy (alergicka reakce II,, Ill,, V.
typu dle Gella a Coombse).

Prlikaz a stanoveni specifickych IgE proti-
ldtek v séru patii mezi klasicka alergologicka
laboratorni vysetfeni. Hodnota specifickych
IgE protildtek je uddvéna bud semikvantita-
tivné v tzv. RAST tfidach, nebo kvantitativné
v [U/ml (tabulka 1). Vsechny u nds dostupné
postupy vychazeji ze zékladniho principu ELISA
testu (1). Lisi se moznosti automatizace, zplso-
bem navéazani antigenu (alergenu) ¢i detekce.
Problémem je obtizna standardizace stanovent
specifickych IgE protildtek. Vsechny testy by
mély mit CE certifikaci a vSechny laboratore
vysettujici specifické IgE by mély byt kontrolo-
vany v systémech externi kontroly kvality (EQA).
Presto jsou vysledky ziskané rliznymi postupy
nebo rdznymi diagnostickymi soupravami ob-
tizné srovnatelné. Na tuto skute¢nost je nutno
pamatovat pfi hodnocenf a srovnavani nalez(
z rlznych laboratofi.

Viysetreni specifickych IgE protilatek je indi-
kovdno zejména (2, 3):

u pacientd, kde je kontraindikace koznich

prick testl (napf. vysokeé riziko anafylaxe

na susp. alergen)

u pacientd, kdy nelze vysadit Iéky, které

interferuji s koznimi testy (antihistaminika,

kortikoidy, néktera antidepresiva apod.)

u pacientl s rozsadhlym koznim onemoc-

nénim

u velmi malych déti, nespolupracujicich

pacientd, u gravidnich pacientek

pfi diskrepanci mezi anamnézou a vysled-

kem koznich prick testl

pro potvrzeni relevantniho alergenu v sou-

vislosti s alergenovou imunoterapif

v pifpadech, kdy neexistuji vhodné alergeny

pro koznf prick testy.

Vysetieni specifickych IgE protildtek mé stale
svd omezeni, na které musime myslet pfi inter-
pretaci tohoto vysetieni (3):

Vysetfenf je pfinosné pouze tam, kde Ize

pfedpokladat alergickou reakci prvniho

typu (4. zprostfedkovanou IgE). U pacientl

s onemocnénimi, kde hlavni roli v pato-

genezi hraji jiné mechanizmy nez IgE (kon-
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taktni ekzém, nékteré typy potravinové
alergie), je nevhodné. U téchto pacientd je
indikovédno vysetfeni napt. pomoci koznich
epikutédnnich (tzv. patch) testd.

Negativni specifické IgE na urcity lék
nevylucuje vyznamnou alergickou reakci
na tento lék. Velka &ast polékovych reakcf
neni zprostfedkovana IgE, ale i v pfipadé
IgE zprosttedkované lékové alergie (napf.
penicilin) nemusi dostupné laboratorni
testy prokdzat reakci na nékteré minoritni
alergeny.

Viysetieni neni schopno prokdzat alergickou
reakci na labilnf alergeny zejména potravi-
nové (nékteré alergeny ovoce a zeleniny).
U téchto pacientl je nutno pouzit kozni
prick testy s Cerstvymi potravinami.

Az 15% pacientt alergickych na latex maze
mit negativni nalez pfi vysetreni specifickych
IgE. U téchto pacientl je na zvazeniindikace
vysetfeni pomoci rekombinantnich alergend
a pomoci bunéc¢nych technik.
Bezprostiedné po tézké alergické, anafylak-
tické reakci existuje nékolikatydenni obdobi,
ve kterém neni mozno specifické IgE proti-
latky v krvi prokdzat. Viysetfeni je vhodné
o nékolik tydnl odlozit.

Tabulka 1. \/ztah hodnoty specifického IgE v kU/I a RAST tfidy

Specifické IgE v kU/I

Trida pozitivity

Hodnota specifickych IgE protilatek

<0,351U/ml RAST tfida O negativni
0,35-0,70 1U/ml RAST tfida 1 nizka
0,70-3,50 IU/ml RAST tfida 2 stfedné pozitivni
3,50-17,5 1U/ml RAST tfida 3 vysoka
17,5-50,0 1U/ml RAST tfida 4 velmi vysoka
50,0-100 1U/ml RAST tfida 5 velmi vysoka

> 100 [U/ml RAST tfida 6 velmi vysoka
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Velmi vysoké hodnoty celkového IgE v séru
mohou zapficinit falesné pozitivni vysled-
ky pfi vysetteni specifickych IgE. Tento jev
souvisi s nespecifickou vazbou IgE v testu.
S timto jevem se mizeme castéji setkat pfi
vysetfen( na potravinové alergeny.

Screeningové testy byvaji vyuzivany pro
zjisténi ¢asné sensibilizace, k prlikazu atopie
zejména u malych déti (4). Tato vysetfeni byvajf
indikovéna u pacientd s atopickym ekzémem,
s podezienim na potravinovou alergii, ale i aler-
gii na inhala¢ni alergeny (5, 6).

Viyuziti smési alergend v jednom stanovent
je sice ekonomické, ale prinasi fadu problém,
které jsou spojeny se snizenim senzitivity, ale
i specificity vysSetfeni. Pi interpretaci vysledk{
existuje zejména riziko falesné negativniho néle-
zu.V pfipadé pozitivity se skupinovymi alergeny
nésleduje konkrétni roztestovani s jednotlivymi
alergeny ve smési.

Ke screeningu lze vyuzit vysetfen( speci-
fickych IgE pomoci multiplexovych metod.
Multiplexové metody dovolujf stanovit nékolik
analytd v jednom reake¢nim objemu. Vyhodou
oproti klasickym laboratornim postuplm je,
Ze nepotiebujf screeningové vysetreni. Vyhoda
multiplexu je tim vétsi, ¢im vice alergend je
ve screeningu zahrnuto. Budoucnost patff
microarray systémim, které mohou zachytit
zjedné kapky materidlu (napt. séra) specifické Ige
protilatky proti desitkdm az stovkdm alergend
(7). Vyznam tohoto zpUsobu detekce specific-
kych IgE protildtek ukdze az budoucnost. Jejich
nevyhodou je zatim vysokd cena vysetfen.
Z&kladnim a dosud nevyfeSenym problémem
téchto Siroce screeningovych testl zUstava
jejich neschopnost odlisit klinicky vyznamné
protildtky od klinicky nevyznamnych, které jsou
pouze znamkou senzibilizace, ¢i jsou detekovany
laboratornim vy3etfenim jako dlsledek zkfizené
reakce na pfibuzné alergeny.

Vysetreni specifickych IgE zachycuje pouze
cirkulujici IgE protildtky. Vétsina IgE protildtek
je navdzana ve tkanich, na zirnych burnkach
a bazofilech, proto vznikly v poslednich letech
techniky, jejichz cilem je pfibliZit se vice situ-
acim, které se odehrévaji v prabéhu alergic-
kého onemocnéni. Mezi tato vysetreni patii
testy, které detekujf pochody spojené s aktivacf
bazofild periferni krve a uvolnéni mediétord
alergickeé reakce.

Bazofily jsou buriky, které vazi IgE protilatky
na svém povrchu prostfednictvim vysokoafinit-
niho receptoru pro IgE. V pfipadé IgE zprostied-
kované alergické reakce dochdazi na membrané
bazofild k pfemosténi sousednich molekul spe-
cifickych IgE alergenem. Tento pochod indukuje
splynutf cytoplazmatickych granul s plazma-
tickou membranou s naslednym uvolnénim
mediatorU alergické reakce. Tento déj je oznaco-
van terminem degranulace bazofil(i. Principem
laboratornich bunécnych testl je specificka sti-
mulace krevnich bazofilCl alergenem a nésledné
hodnoceni pochodu spojenych s jejich aktivaci
a degranulaci (8, 9).

Testy, které detekujf aktivaci bazofild, jsou
zaloZeny bud' na analyze meditor(, které tyto
burky uvolnuji do svého okoli, nebo na sledova-
ni membranovych znakd charakterizujicich akti-
vované bazofily s vyuzitim pratokové cytometrie.
Z uvolnénych mediator( byl sledovéan histamin
(test uvolnéni histaminu) a sulfidoleukotrieny,
tzv. CASTELISA (cellular alergen stimulation test).
Nevyhodou testd, které méfi uvolnénf histaminu
¢i leukotrient burikami do okolniho prostiedi, je
nutnost izolace bunék na hustotnim gradientu.
Tento postup muze zpUsobit nespecifickou sti-
mulaci bazofild a tim zkreslit vysledek vysetteni.
Pokud jsou tyto testy provadeny s plnou krvi,
pak nevyhodou je, 7ze se neméfi uvolnéné medi-
atory pouze z bazofild, ale i z dalsich bunék (napf.
monocytl, eozinofild). Vétsina téchto testl je
urcena zatim pro vyzkumné tcely. Pro klinickou
praxije nejvice Udajd o vyuziti CAST ELISA testu
k prikazu lékové alergie.

Druhym postupem je hodnoceni aktivac-
nich znakd na bazofilech pomoci pratokové
cytometrie. Jednd se o rlizné modifikace tzv.
testu aktivace bazofili (BAT) (8, 10).

Toto vysetfen je zaloZzeno na sledovani
znakU, které se objevuji po inkubaci bazofill
s alergenem. Tyto znaky jsou znac¢eny monoklo-
nalnimi protildtkami a jsou detekovany pomocf
prdtokového cytometru. Nejcastéji sledovany-
mi znaky na bazofilech jsou CD63 a CD203c.
Viysledkem vysetfeni je procento aktivovanych
bazofilll nebo vysledek vyjadfeny pomoci stimu-
la¢niho indexu (tabulka 2) (10). Vysetieni Ize pro-
vadét z pIné krve, nenf tedy naro¢né na mnoz-
stvi odebraného materidlu, jako protisrazlivé
¢inidlo je pouzivan heparin. Pfestoze tento test
ma jesté fadu nevyfesenych problém, existuje
fada modifikaci vysetteni, které se postupné
dostavaji do klinické praxe (9).

BAT patfi mezi vysoce specializovana vy-
Setfeni, ktera hledajf své postaveni v klinické
diagnostice. Na zékladé dosud publikovanych
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srovnavacich studif Ize konstatovat, Zze meto-
da BAT ma vyssi senzitivitu nez Siroce uzivané
vysetfenf specifickych IgE i pomérné vysokou
specificitu (11). V diagnostice alergie se mu-
Ze uplatnit zejména v situacich, kdy klinické
vysetfeni (kozni testy) a zakladni laboratornf
vysetfeni (stanoveni alergen specifického IgE)
jsou pro stanoveni diagnézy nedostatecné.
Velmi nadéjné se jevi tyto testy pfi diagnos-
tickych nejasnostech u alergie na hmyzi jedy
(12), u lékové alergie a alergie na latex (13). Jsou
popséana vyuziti téchto testd u senzibilizace
a alergie na roztoce, pyly i potraviny (9, 14, 15).
Pri vysetfeni BAT Ize pouZit i rekombinantnf
alergeny napf. k odhalenf polysenzibilizace
a k objasnéni zkizenych reakci.

V klasickych diagnostickych testech alergie
(stanovenf specifického IgE, ale i u bunécnych
technik) jsou pouzivany alergenové extrakty.
Alergenové extrakty jsou pfipravovany z réiznych
biologickych materidl(, napt. z pylovych zrn, po-
travin, zvifecich srstf apod. Alergenové extrakty
je proto obtiZzné standardizovat. Tyto extrakty
obsahuji mimo vlastnich alergent fadu dal3ich
latek, které mohou byt pri¢inou nizsi senzitivity
i specificity testu.

Na rozdil od alergenovych extraktd jsou
alergeny pripravené rekombinantnimi tech-
nikami pfesné definované, je u nich zarucena
standardizace. Rekombinantni alergeny se za-
¢aly v poslednich letech vice vyuzivat v oblasti
klinického vyzkumu a postupné se dostavaji
i do klinické praxe zejména v oblasti diagnos-
tiky alergickych onemocnénf (16).

Oznaceni takto pfipravenych alergend vy-
chdzi z latinskych nédzvd, napf. hlavni alergen
brizy (Betula verrucosa) rBet v1, vedlejsi alergen
brizy (profilin) rBet v2. Je mozné vysetrit ze séra
specifickd IgE proti nékterym rekombinantnim

Tabulka 2. Doporucené hodnoty pozitivnich
nélezl testu aktivace bazofill pro jednotlivé typy
alergenl (v %), v 1ékd vyjadfeni pomoci stimulac-
niho indexu (SI) (10)

Alergen Pozitivni nalez
Inhala¢nf alergeny > 15%
Potraviny >15%
Latex > 15%
Hmyzi jedy > 10%
Léky >5%aSI>2
az >5
Acylpyrin >5%aSl>2
Pozitivni kontrola (anti IgE) > 15%
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Tabulka 3. Moznost vysetreni specifického IgE proti rekombinantnim alergendm

Pylové alergeny  bojinek Phleum pratense rPhI 1, rPhl 2, rPhl 4, rPhl 6
rPhl 7 rPhl 11, rPhl 12
bfiza Betula verrucosa rBet v1, rBet v2, rBet v4, rBet v6
Zvitecialergeny  kocka Felis domesticus rFel d1, rFel d2
pes Canis familiaris rCAn f1, rCan f2, rCanf3
Vzdusné plisné alternaria Alternaria alternata rAlt al
Potravinové celer Apium graveolens rApi g1
EE burdk Arachis hypogaea rAra h1, rAra h2, rAra h3,
rAra h8, rAra h9
liskovy ofisek Corylus avellana rCora1,rCor a8
broskev Prunus persica rPru p1, rPru p3, rPro p4
psenice Tritium aetivum rfria 19
soja Glycine max rGly m4
Ostatni latex Hevea brasiliensis rHev d1, rHev b3, rHev b5,

rHev b 8, rHev b 9, rHev b 11

Tabulka 4. Dostupné klinicky vyznamné rekombinantni alergeny pro bunécné techniky (BAT)

Pylové alergeny  bojinek Phleum pratense Phl p1, Phl p2, Phl p5,
Phl p6, Phl p7
briza Betula verrucosa Bet v1, Bet 2
olse Alnus glutinosa Aln g1
liska Corylus avellana Coral
pelynék Artemisia vulgaris Artvi
Potravinové celer Apiumgraveolens Api gl
AR mrkev Daucus carota Dau c1
jablko Malus domestica Mal d1
Vzdusné plisné alternaria Alternaria alternata Alt a1, Alt a6
Ostatni latex Hevea brasiliensis Hev b1, Hev b3, Hev b5

Hev b6, Hev b8, Hev b9,
Hev b10, Hev b 11

alergendim nebo pouzit rekombinantni alergeny
pro bunécné techniky, napr. v testu aktivace
bazofilll (BAT). Rekombinantni technikou byla
pfipravena fada klinicky vyznamnych alerge-
nd. Seznam dulezitéjsich dostupnych rekom-
binantnich alergent uvadéji tabulky 3 a 4. Diky
rekombinantnim alergen(im se za¢iné objevovat
pfi diagnostice alergického onemocnéni termin
,component-resolved in vitro diagnosis’, zkrat-
ka CRD, coz vyjadfuje snahu co nejpresnéji de-
finovat a charakterizovat alergické onemocnénf
pacienta pomoci vysetfeni s rekombinantnimi
alergeny (16, 17).

Stejné jako v jinych oborech, tak se i v oblasti
alergickych chorob objevuji nové diagnostické

moznosti, rozsifuje se nabidka laboratornich
testd. Nesmime vsak zapominat, Ze zadny test
nenahradi klinické vysetfeni. P¥i interpretaci
alergologickych laboratornich nélez( zUstava
hlavnim problémem odlisenf klinicky nevy-
znamnych pozitivnich nélezl (tj. senzibilizace
bez klinického vyznamu nebo jen nespecificka
laboratorni pozitivita v dsledku zkiizené reak-
ce mezi alergeny) od prikazu alergie. S timto
se setkdvdme nejcastéji pfi reseni potravinové
alergie. Dalsi riziko existuje v nédlezu tzv. falesné
negativnich vysledkU. Je to zejména u alergend,
u kterych pres vysokou specificitu dosahujeme
stéle nizké senzitivity laboratorniho testu. Toto
riziko zUstava zejména u lékové alergie, alergie
na latex, ale i u potravinové alergie a alergie
na nekteré inhala¢nf alergeny (napf. roztoce).
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