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5. Alergologickeé testy in vitro - prehled

In vivo testy: Serologické testy

Prick testy — inhalacni, potravni a zvireci alergeny 1. Nefelometrie — stanoveni celkového IgE

Intradermalni testy — blanokridly hmyz, 1ék ) , e e
Y yhmy Y 2. Immulite 2000 — stanoveni specifického IgE, eozinofilni

Epikutanni testy — kontaktni alergie (IV. Typ) kationicky protein (ECP)
3. AIaSTAT — stanoveni specifického IgE

4. ImmunoCap Phadia — stanoveni tryptazy a vybranych

Bunécné testy rekombinantnich alergent
1. Stanoveni poctu eozinofil{
2. Test aktivace bazofili (BAT) 5. MADx Allergy Explorer, Immunocap ISAC — multiplex

metody - stanoveni az 280 alergend



Alergologické vysetreni

1. Anamnéza
> Rodinna — vyskyt alergii u ¢lenl rodiny
> Osobni
> Vyskyt klinickych obtizi po kontaktu s urCitymi alergeny
> Inhalacni alergeny, potravinové, léky, hmyz, udaje o domacim a pracovnim prostredi, zvirfatech

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

> Vyviji se vyrazka na kzi po kontaktu se Sperky, pasky apod.? p= i

Snaha vytipovat potencialni alergeny, na které
bude provedeno vysetreni \
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Alergologické vysetreni

2. Odbér krve

oPro zhodnoceni celkového zdravotniho stavu pacienta se odebira krev kromé alergologickych
parametru také na:
o Biochemie — zdkladni biochemické parametry (glukoza, triacylglyceroly, cholesterol, hormony stitné Zldzy...)
o Hematologie — krevni obraz
o Imunologie — zdkladni screening autoprotilatek (ANA), komplement, subpopulace lymfocytu

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, |éky
3. Epikutanni testy — kontaktni alergie (IV. Typ)




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

l

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 co ma kozni onemocnéni
v misté provedeni testu a lidé, kterym neni mozné vysadit IéCbu




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 (pfilis hluboky vpich — mUze byt faleSna negativita testu)

oExistuje nizké r|z-|ko.v'aznelre23kc,e (Iekyjsogvale vyrazne ¥ tariow Biown
naredény, proto je riziko zavazné reakce snizeno na minimum) Ste:';erdized
n e
oPodrazdéni klize muize pretrvavat az 36h po provedeni testu v
*47‘ epidermis

e . Intradermal test

NO BLOOD!



Epikutanni test

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

oPrincip — aplikace podezielych latek ve formé naplasti na zdravou kiizi zad 2
odecet za 48, 72 a 96h

o Pozitivni vysledek — exém v misté kontaktu

oKontraindikace:
o Kozni onemocnéni v misté aplikace testd (zada)
o Gravidita
o PFilis opdlend kize
o Imunosupresivni/imunostimulacni terapie

oNelze testovat latky toxické a s extrémnimi hodnotami pH

https://www.dermatologiepropraxi.cz/pdfs/der/2011/03/14.pdf

Extreme Positive



4. \/ysetreni dychacich cest

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 vyjadruji v ppb (parts per bilion)

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 (svédci pro zdnét priduskové stény)



Immulite 2000 — specificke IgkE

*Enzymové zesilena chemiluminiscence

*Pevna faze — 1 velka plastova kulicka potazena biotinem

/

*Pfiddme antigen konjugovany se streptavidinem = navaze se na kulicku

n

*Pfiddme pacientovo sérum —> vazba alergen specifického IgE

*V dalsSim kroku — pridame anti-IgE protilatku znac¢enou alkalickou fosfatazou = po pridavku
dioxetan-adamantyl-fosfatu odstépi enzym fosfat - vznika nestabilni aniont, ktery pfi rozkladu
uvolni emisi fotonU — zaznamena se pocet zdblesk

Immulite 2000  Patient's serum IgE

(Siemens) Anti-IgE
: z Phosphate ester of , . L
 Piedasadaly Celkové IgE hranice pozitivity:

adamantyl dioxetane

\lkaline phosphatase 100 IU/mI

. .




AlQSTAT

oJamky desticky potazeny biotinem

oDo jamek se prida alergen znaCeny biotinem + pacientovo sérum
oProtilatky IgE reaguji v tekutém prostredi s alergenem

oPridavek avidinu = vazba komplexu alergen-IgE na sténu jamky
oPromyti

oPridavek ani-IgE znaceného enzymem -2 inkubace = promyti
oPridavek substratu = premeéna na barevny produkt

oKolorimetricka detekce

AlaSTAT
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Scrum and allergens
incubate in liquid phase.
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Liquid allergens bind to serum
antibodies and to the coated well
via added ligand.
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Substrate initiates
colorimetric reaction.



Celkove a specificke Igk

oCelkové IgE - norma 0-100 IU/ml

oCelkova koncentrace IgE koreluje s pritomnosti alergického onemocnéni (vétsinou)
o Specifita 90 %, ale senzitivita jen 30-40 %

oPouhé stanoveni celkového IgE k urCeni pritomnosti alergie nestaci, e

protoze: . —:
o Vysoké IgE také u jinych diagndz, napr. nosni polypdza, Wiskot-Aldrich w0 i I 3 :
syndrom, hyper IgE syndrom, AIDS, parazitarni onemocnéni i i f
o Nizké IgE - 60 -70 % alergikd nemusi mit celkové IgE zvySeno nad 100 UM 2 ; :
\Ai -
o]

1 . - :
[1 normal range senna celoroéni astma  atopicky
ryma ryma ekzém



Immulite 2000 — stanoveni ECP

oPrincip stanoveni stejny jako stanoveni specifického IgE

oNormadlni hladina v séru < 13,5 ng/ml

oEozinofilni kationicky protein je produkt aktivovanych eozinofill T
Substance-P Cytotoxic secretory products
. . 7 v V4 . . V4 7 v N G hF (NGF) Eosinophil peroxid. (EPO)
oJeho hladina koreluje se zdvaZnosti eozinofilniho zanétu Veoacte esinl PtV MijrBsc Proti B9
‘ : Eosinc;plhg Catic;n:qc Protein (E(CEll’))N)} b
vs s . , o1 v v osinophil Derived Neurotoxin
oPouziva se k monitorovani pribéhu a |écby . ! f
[J ] Vé L] ’ ! I H A
eozinofilniho alergického astmatu Tise njury Sl

Viral and bacterial infections /O/p

Allergens, Tumours Cytokines

IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8

_—» IL-10, 1L-12, IL-13, IL-16, IL-18,

TGFa/B, GM-CSF, TNFa/B, IFNy

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-L8) Prostaglandins (PGE1, PGE2)



ImunoCap — fluorimetrie

Pevna faze — kepiky, které obsahuji aktivovanou celulézu — velka plocha
Na celuldézu navazan alergen = na néj vazba pacientova IgE
V dalSim kroku pridavek anti-IgkE protilatky znacené B-D-galaktosidazou

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

MAUGEAR Patient's serum IgE

(ThermoFisher)

Anti-IgE
: Methylumbelliferyl-B-D- * Stanoveni tryptazy
galactoside e Stanoveni rekombinantnich

alergenti

* e _

B-galactosidase



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 priciny umrti

oTryptdzu tvori také mastocyty = vyrazné zvyseni u systémovych mastocytoz

oVyhoda tryptazy (napf. v porovnani s histaminem):
o Neni na rozdil od histaminu uvoliovana bazofily v krvi — vyloucena falesna pozitivita in vitro
o Je v krvi stabilni kolem 48 h = mozno stanovit post mortem Mesiosl g i, Constiutive

secretion

o PFi uchovani vzorku pri chladnickové teploté — stabilni az tyden

!

oNorma - do 13,5 ug/I

pro-tryptases

Degranulation
Eos & PMN recruitment

SM/fibroblast proliferation

Angiogenesis

Nerve stimulation
Epithelial stimulation
ECM degradation
Fibrinogenolysis

il

mature tryptases



ImmunoCap - rekombinantni alergeny (RAL)

oVybrané rekombinantni alergeny: SIoE
o Bfiza—Betv 1, Betv?2 g
© Bojinek —Phip 1, Phi p 5b A. mellifera 4.30 kU/l  (class 1ll)
© Vosik —Pol d 5 V. spp. 15.20 kU/I  (class 111
o Vosa—\Vesv5 P. spp. 5.34 kU/l  (class IlI)
o Veela V.crabro  15.10 kU/I (class Ill)

oKoncentrace specifického Igk vici komponentam ¢lenéna do 6 trid: 0-6
o Nulta trida — koncentrace <0,35 IU/ml = negativni

vvvvv

oU¢el stanoveni: Detekce konkrétni komponenty, na kterou se vaZe specifické IgE — vylouéeni
zkfizené reaktivity, indikace pacientl pro alergenovou imunoterapii



ALEX (allergy explorer)

-Cipova technologie — multiplex metoda

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

*Klinik v ordinaci indikuje pacienty pro vysetreni ALEX pouze na zdkladé klinickych projev( —
pacienti, kteri udavaji mnohocetné alergie (inhala¢ni, potravinové)

*Hodi se pro pacienty kde je podezreni na zkfizené alergie

*Hladina celkového IgE nehraje pfri indikaci roli
*Hodnoceni vysledk( probiha pomoci pocitace — specialni ¢tecka Cipl, software
*Vysledky — kUA/I

*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)

4. Pridavek anti-Igk znacené enzymem
- promyti =2 pridavek substratu

2. Pridavek diluentu O
a 100ul pacientova séra O

3. Vazba IgE na alergen L. ) )
4. Preména substratu na barevny

produkt = tvorba barevného spotu na

ALEX — Cipy obsahuji az 280 Cipu

alergenu
5. Zastaveni reakce stop Cinidlem,
ususeni Cipu = odecet

nanocastice

- B

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




ImmunoCap ISAC

oTaktéz bioCipova technologie
oNa rozdil od ALEXe se zde pouziva k detekci anti-IgE znacena fluorochromem

oVysledkem tedy neni barevna reakce, ale odecita se fluorescence pomoci specialniho laserového snimace

< ISAC ALEX
(Thermaofisher) Allergy Explorer
(MADx)
) 112 komponent 125 komponent + 157 extrakt(
Slazeni 51 alergenowych zdrajl 160 alergenovych zdrajl

Biologicky material plasma, serum plasma, sérum

minozstyi 30 100 pl

Doba trvani testu cca 4 hodiny cca 4 hodiny
Doba odezvy delii doba odezvy kritkd doba odezvy

3-4 pacientiftest 1 pacient/test

stanoveni celkového IgE

Inhibice CCD




