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ZÁKLADNÍ IMUNOLOGICKÁ LABORATORNÍ VYŠETŘENÍ V KLINICKÉ DIAGNOSTICE
I. Humorální imunita

Npor. MUDr. Tomáš VOTRUBA, mjr. MUDr. Přemysl RÁKOSNÍK
Vojenský ústav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie, Praha

(náčelník: plk. MUDr. V. Kotlář, CSc.)

O imunologii Se tvrdí, že patří mezi bouřlivě
'Se rozvíjející obory Současného lékařství. je
Ipravda, že množství teoretických poznatků, kte-
ré je publikováno, je Skutečně ohromné. Řada
Z těchto poznatků je a'plikovatelná i do moder-
ní klinické praxe a v mno'ha ohledech může po-
moci při stanovení 'nebo upřesnění diagnózy.
Často jsme však svědky určité skeˇpse nebo na-
opak neodůvodněnéìho nadšení, ıpokud jde o 'Vy-
ža'dovásní imunologických ıvyšetření. Vzhledem
k tomu, že jde vesměs o Ivyšetření velice drahá
a časově nesmírně náročná, měla by se vyža-
dovat jen na Záfklıa'dě pečlivé úvahy a přísně
individuálně. Protože tento problém se týká
Všech pracovišť v naší republice, nevyhýbá se

tudíž ani vojenským im'unologickým laborato-
řím. Těmito otázkami se zabývala i Světová
zdravotnická organizace [WHO], 'která Závěry
svých expertů Shrnula do memoranda [1). To
je velmi racionálním návodem, která imunolo-
gická vyšetření nám mohou za daných podmí-
nek poskytnout ty informace, .které od klinické
imunologie očekáváme.

Cílem našeho článku je podat odborné vojen-
s'ké ıveřejnosti na základě tohoto memoranda
ucelenou informaci o dané problematice a
o možných metodických přístupeclh, které by
pomohly správně Se Zorientovat v některých
Otázkách imunologické diagnostiky.
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IMUNOGLOBULINY

Máme na mysli IgA, IgG Ia IgM. Pro stanovení
IgD nejsou známy žádné klinické indikace a
Otázka IgE je probí'rána jinde.

IPro kvantifikaci imunoglobulinů přichází
v úvahu jednoduchá radiální i'munodifúze a zá-
kalová měření v lflap'alném prostředí [imunone-
felometrie a i'munoturbidimetrie ]. Radiální imu-
nodifú'ze je nejrozšířenější lmetodou naší labo-
ratorní imunochemické praxe [především záslu-
hou IDP souprav ÛSOL]. Technika Imá koncen-
tračni omezení 10 mg.1-1 [při vhodném uspo-
řádání lze měření provádět S přesností kolem
10 0/0]. Technika dle Manciniové je přesnější
[2] než technika dle Faheyho [3]. Nevýhodou
je možné zkreslení výsledků vlivem 'vytvořiv-
šít se agregátů nebo štěpů imunoglobulinů.
Nelze provádět Stanovení IgM nižší molekulové
hmotnosti a Sekrečního IgA, pokud nejsou k dis-
pozici odpovídající standardy stejného typu. Zá-
kalové techniky ve vodném prostředí se v po-
Sledních letech více rozšířily. jejich výhodou
je rychlost, automatizovatelnost, určitým 'pro-
blémem .nutnost vyčeřovat chylózní séra. Kon-
centrace 'imunoglob'ulinů se mění mimo ji-né
S věkem, pohlavím, geografickou polohou, pro-
to je vhodné, aby si každá laboratoř stanovila
vlastní normy pro zdravou dospělou nebo dět-
skou populaci.

Kvantifilkace imrunoglobulinů je nutná při ıpo-
dezření na primární nebo Sekundární imuno-
deficienci. Samozřejmě toto vyšetření nemůže
být jediným kritériem primární imunodeficien-
ce. Někdy např. IgA-deficience nemusí být Spo-
jena s žádnými projevy onemocnění a naopak
pacienti s vysokou hladinou určitého iˇmunoglo-
bulinu mohou mít velmi špatnou odpověď na
řadu antigenů.

Podstatné je toto vyšetření také u pacientů
s některými .formami hypogamaglobulinemií,
u nicıhž 'probíhá substituční léčba imunoglobu-
linovými preparáty. 'Pomocné je toto vyšetření
u idiopatických monoklonálních gamapatií pro
jejich Odliše-ní od maligžní ımonoklonální gama-
Ípatie. U monoklonálního myelomu koncentrace
normálních imunoglobuličnů klesají Obvykle
s časem, Zatímco u prvního benigního onemoc-
nění Se v podstatě nemění. Zdů“ra'Zň›ujeme jen
normální 'imunoglobuliny, protože MJprotein se
imunoc'hemicky kvantifikovat nedá.

Podstatné je vyšetření také pupečníkové kr-
ve u novorozenců pro vytypování kongenitál-
ních infekcí.

je lvhodné 'sledovat koncentrace ‹imunoglobu-
linů u difúzní hypergamaglobulinemie, lymfo-
prolfli'ferativních chorob, ıu |he'patopa'tií, přede-
vším cirhó'zy jaterní, systémového lu'pu'S eryt-
hematodes.

IMUNOELE'KTROF'ORÉZA

Přes určitý Ičasový odstup se stále jedná O uži-
tečnou a potřebnou metodu. Nejčastěji Se užívá
mikromodi'fikace podle Scheideggera [4]. [Té

je také přizpůsobena imunoelektroforetická vý-
bava, dodávaná ÚSOL.) Vedle toho jsou třeba
dobrá Vprecip'itující antiséra. Pro stanovení tří-
dy imu'noglobulˇinů, pokud je přítomen mono-
klonální protein, jsou třeba specifická antiséra
ıproti těžkým řetě'zcům pro identifikaci lehkých
řetězců *[anti-light chains] a proti volným leh-
kým řetězcům {anti-kappa, lambda Ífree), což
není totéž. Problémem je především otázka
[kvality antisér. V případě přítomnosti kryglo-
bulinu je třeba sérum inkubovat při 37 °C a pak
provést stanovení. Pro identifikaci některých
typů IgM se doporučuje imu'nofixace.

Imunoelektroforetická analýza je nutná, jest-
liže klinický, hematologifc'ký nebo patologický
nález vede k diagnóze nebo podezření na mno-
hočetný myelom, Waldenströmovu makroglobu-
linémii, heavy-chain disease, aˇmyloidózu a cho-
roby `s depozity imunoglobˇulinů nebo v případě
výskytu ›kryoglob“ulinu, p'roteinurie typu Bence-
-Iones, hyperviskozity séra. Užití imunoelektro-
lforetické analýzy je užitečné u některých imu-
nOproliflˇferativních onemocnění jako lymfocy-
tioké lewkémte, výskyt chladových aglutininů,
Gauoher'ova choroba, trypanosomia'nsis.

Iˇmunoele'ktroforéza Imoč'i je nutná v případě
myelomu, amyloidózy a chorob :s depozity imu-
noglobuli'nů a tehdy, když byl nalezen v séru
mo-noklonální imunoglobulin.

IMUNOGLOBULIN E
Lze provádět 4stanovení celkového IgE nebo

specifického IgE. Vzhledem k »nízkým koncen-
tracím je třeba používat citlivější metodiky než
u ostatní-ch im'unoglobulinů.

Pro Stanovení celkového IgE `se používá buď
RIA, nebo EIA. Nejčastěji jde o techniky S pro-
tilátkou na pevné fázi. Kompetitivní metody
mohou být nespecificiky :izn'hibovány některými
sérovými faktory. Nek-ompetitivní lmetody jsou
citlivější. Užití enzymu jako amplifikačního
faktoru je velice výhodné —- Iprodlužuje se tak
životnost reagenoií, práce S níım je snazší než
s izotopy [režim práce, přístrojová technika).
Avšak EIA v běžném uspořádání je méně citlt-
vá lnež RIA.

Stanovení celkového IgE není u žádné klinic-
ké diagnózy nepoStrada'telné kromě vzácně Se
vyskytujícího hylper-IgE-sy-ndromu. Stanovení
celkového IgE je Ifužitečné pro rozlišení poruclh
závislých a nezávislých na IgE — fu chronic-
kých rhinitid, łbronchiální'ho astmatu, dermati-
tid, chronické Iurtikarfie, alergie na potravu,
s'vůj význam má u parazitárníoh chorob.

je třeba Ímít na zřeteli, že i při normálních
koncentnacích IgE v Séru může dojít k rozvoji
onemocnění mechanismem jiným |než atopic-
kým.

Prognostiıclky může |být zvýšená koncentrace
v 'raném dětství [indikátorem vysokého rizika
atopioké choroby.

Specifické IgE se dnes stanovuje hlavně ra-
dioalergosorbentnífm ltestem RAST a velmi Vpo-
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dob'ným enzymoimunostanovením. Použití ko-
merční Soupravy přináší však řadu problémů.
Vzájemné Srovnání výsledků získaných na sou-
pra'vách různých výrobců většinou není možné.
Většina alergenů obsahuje nečistoty, protilátky
ostatních tříd imunoglobulinů ve lvzorku mohou
být příčinou interferencí.

Ani měření ıSpecific'kého IgE není Iv žádné
klinické Situaci nutné. Stanovení .specifického
IgE je užitečné v případech, kdy není možné
provést dobře kožní testy (extrémně vysoká
hladina Sensibilizace a Z toho vyplývající ne-
bezpečí pro pacienta, alergeny jsou toxické,
nerozpustné, vysoce 'Se`n`sibili'zující, u potravi-
nových alergií, při rozporuplné interpretaci
kožních testů). Výhod'ně ťse tím dá Zmenšit frek-
vence zprovokačních testů.

KOMPLEMENT
Můžeme provádět buď :měření cel-kové hemo-

lytioké aktivity komplementu CH50, nebo stano-
vovat jednotlivé Složky.

Metodik Iměření „celkového komplementu“ je
řada, ıvětšina Z nich fvychází Z dnes již klasické
práce Mayer-Kabaˇtovy (5). Se vzorky Sér ne-
moc-ných je třeba Zacházet velice šetrně. Dopo-
ručuje se po jedné hodině Istání krve při labo-
ratorní teplotě odstředit krevní koláč a uložit
Sérum při teplotě -60 oC nebo není-li tato mož-
nost, ^d'oporu`čuje ISe užívat EDTA plazma. Blíže
k Zacházení Ise ySérem pro Stanovení složek
komplementu ıviz [6]. Vzhledem `k ıtomu, že ge-
netické defekty jednotlivých složek komple-
mentu jsou vzácné, všeobecně platí, že imuno-
chemické stanovení Složek odráží .funkční hla-
dinu in vivo. Pro metodiku stanovení Složek C3,
C4, Clq, Cl inhibitoru, C3 prona'ktivátoru (fak-
tor B] Iplatí tytéž ÍZáıSady jako pro metodiku 'Sta-
novení imunoglobulinů.

Stanovení cellkové a'kt'i'vity komplementu je
nutné jen Av případě podezření na genetický de-
fekt |kompleme-ntu, tzn. u pacientů S rekurent-
ními Vinfekcemi, obzvláště rekurentními menin-
gitidami, s he'reditárním ıangioneurotickým edé-
mem (HAE) a u pacientů .'Z rodin s výskytem
imun'o'komıplexových chorob. Pro potvrzení HAE
je Inutné Stanovit koncentraci Cl inhibitoru,
popř. provést 'funkční vyšetření Cl inhibitorů
[12-20 0/0 pacientů S HAE má (hladinu Cl m-
hibitoru n-Ormální nebo i zvýšenou, ale bílkovi-
na Inení lfunkční).

Stanovení Složek je pomocným vyšetřením
při 'sledování pacientů lS glomerulonefriti-dami,
imunokomlplexovými chorobami, jako je Systé-
mový lupus eryühematodes, některé formy vas- '
kulitiıdy. Rutinní Stanovení 'komplementu u vět-
šiny aıkutních nebo chronických zánětlivých
nebo infekčních onemocnění nemá velký vý-
Znam.

IMUNNÍ KOMPLEXY
Existuje velmi široká paleta metodik pro sta-

novení imunních komplexů, založených na nej-
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různějších principech (7), lkteré také mají nej-
různější výhody i nevýhody. Více lv pracích [7,
8). Doporučeny jsou metody Stanovení pomocí
Clq v kapalné fázi nebo na pevném povrchu,
Stanovení pomocí bovinního ıkonglutininu, mo-
noklonál'níıho revmatoidního faktoru, pomocí
Raji buněk. Velkou pozornost je třeba věnovat
odběru a Skladování vzorků. Krev se Imá po od-
běru nechat stát 2 'hodiny (při laboratorní tep-
lotě nebo 37°C, pak odstředi't krevní 'koláč a
sérum uložit při alespoň ——60 oC. Problémem je
také 'Standardní materiál, nejrozšířenější je
užití tepelně agregovanéhc IgG. Zahřívání vzor-
ků na 56 OC [tZ\v. dekomplementace] vyžadova-
né u |některých metodik může vést |ke tvorbě
agregátů imunoglobulinů a tím k falešné pozi-
tivitě. Zdrojem `falešné pozití'vity může být také
přítomnost hepar'inu, endotoxinu nebo DNA ve
vzor'ku, RF ve třídě IgM u metod užívajících RF,
antilymfocytárních protilátek u Raji buněk.
V důsledku těchto problémů výsledky Sta-nove-
ní, ˇprovedevných různými metodikami, jsou jen
obtížně srovnatelné.

Vyšetřování imunních komplexů není nepo-
stradatelné u žádné diagnózy. Přítomnost imun-
ních komplexů není Specifická pro autoimunní
onemocnění, což lze dokumentovat např. u glo—
merulionefriltid.

Stanovení imunních komplexů může být po-
mocné “při monitorování aktivity řady onemoc-
nění, jaıko např. progresivní polyarflthritida, Sy-
stémový lupu'S erythematodeˇs, vaskulitida a
další. Má také význam u terapie pla-Zmflaferé-
zou. Prognos'ti'cký 'význam může Imít u někte-
rých malignit (např. akutní leukémie].

Ve všech případech, kde je podezření na imu-
no'kcmplexovou chorobu, by mělo být provede-
no vyšetření vzorků tkání (kůže, ledviny).

AUTOPROTILÄTKY
Nejrozšířenější metodikou detekce autoproti-

látek je nepříımá imuˇnofluorescence. Urč-itým
úskalím může být nehomogennost užívaných
tkáňových materiálů, Iprovedení metodiky a
kvalita, nejčastěji fluoresceinem, popř. peroxi-
dáZou značené protilátky.

Antinukleární protilátky se prokazují nejčas-
těji na 'Substrátu, kterým jsou jaterní buňky ne-
bo leukocyty. Komerční fixované buňlky nedá-
vají tak dobré výsledky jako Ičerstvé preparáty.
Stanovení protilátek proti nativní DNA (dvou-
šroubovice) Se provádí nejčastěji na Vkinetoplas-
tech vhodného zsubstrát'u (např. Crit'hidia lu-
cilleae). Stanovení antinukleárních protilátek
je nutné pro diagnózu Systémového lupus ery-
thematodes. Testy na antinukleární protilátky
jsou ıpomocné u diagnózy autoimunní formy
chronické aktivní hepatitidy a progresivní Sy-
Stémové Sklerózy.

Antithyroidní protilátıky 'Se prokazují na ře-
Zech lidekých Inebo Íopičích thyroidních tkání`
Jejich :stanovení je nutné u »diagnózy chronické
thyreoiditidy a Spontánního myxedému dospě-
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lýc'h. Pozitivní \výsledek nevylučuje diagnózu
adenokarcinomu nebo Gna-vesovy choroby.

Pro 'Stanovení antimitochondriálních protilá-
tek se užívají především buňky zkrysích ledvin.
Iejich přítomnost je charakteristická,` ale ne
Specifická \pro primární biliární cirhózu.

Protilátky proti hladkéımu svalu se často na-
lézají u pacientů S ohronickou aktivní hepati-
tidofu.

Těcıhto šest metodik je scho'pno podat vcelku
ucelený obraflz o jedné ıZe *dvou vzájemně neod-
dělitelnýcˇh Isložek obranyschopnosti organis-
mu — o hum-orální imuènitě. O druhé ISložce ——
buněčné imunitě -— bu/de :pojednáfvat druhá část
našeho odborného Sdělení.

Souhrn

Autoři v člá“n›ku, 'který je první částí dvou-
dílné'ho sdělení, shrnují některé metodické ná-
vody pro Základní laboratorní vyšetření humo-
rálıní imunity —- Stanovení imunoglobulinů, Sta-
novení IgE, ímunoelektroforézu, Stanovení kam—
plementu, autoprotilátek a cirkulujících imun-
ních komplexů. V článku je uvedena také struč-
ná ˇkliˇnic'ká diagnostika s určením, kdy jsou vy-
šetření nutná, 'kdy užitečná a kdy pomocná.
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