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ZAKLADNI IMUNOLOGICKA LABORATORNI VYSETRENI V KLINICKE DIAGNOSTICE
I. Humoralni imunita

Npor. MUDr. Toma§ VOTRUBA, mjr. MUDr. Pfemysl RAKOSNIK
Vojensky tstav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie, Praha
(nacelnik: plk. MUDr. V. Kotla¥, CSc.)

O imunologii se tvrdi, Ze patfi mezi bouflivé
se rozvijejici obory soucasného lékafstvi. Je
ipravda, Ze mnoZstvi teoretickych poznatki, kte-
ré je publikovédno, je skutetnd ohromné. Rada
z téchto poznatkl je aplikovatelnd i do moder-
ni klinické praxe a v mnoha ohledech miiZe po-
moci pii stanoveni nebo upfesnéni diagnozy.
Casto jsme v3ak svédky urcité skepse nebo na-
opak neodlivodnéného nadSeni, pokud jde o vy-
Zadovani imunologickych wvySetreni. Vzhledem
k tomu, Ze jde vesmés o vySetfeni velice drahéa
a ¢asové nesmirné ndro¢nd, méla by se vyZa-
dovat jen na zéklad& peclivé tvahy a prFisné
individudlné. ProtoZe tento problém se tyka
vSech pracoviSt v nasi republice, nevyhyba se

tudiZ ani vojenskym imunologickym laborato-
Fim. Témito otdzkami se zabyvala i Svétova
zdravotnickd organizace (WHO), kterd zavéry
svych expertli shrnula do memoranda (1). To
je velmi raciondlnim nédvodem, kterd imunolo-
gickd vySetfeni ndm mohou za danych podmi-
nek poskytnout ty informace, které od klinické
imunologie ofekdvame.

Cilem naSeho ¢lanku je podat odborné vojen-
ské vefejnosti na zdkladé tohoto memoranda
ucelenou informaci o dané problematice a
o mozZnych metodickych pFistupech, které by
pomohly sprdvné se zorientovat v nékterych
otazkach imunologické diagnostiky.
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IMUNOGLOBULINY

Mé&me na mysli IgA, IgG a IgM. Pro stanoveni
IgD nejsou zndmy Z&dné klinické indikace a
otdzka IgE je probirdma jinde.

Pro kvantifikaci imunoglobulind p¥Fichazi
v tvahu jednoduchd radidlni imunodifize a zéa-
kalovd méfeni v kapalném prostfedi (imunone-
felometrie a imunoturbidimetrie). Radidlni imu-
nodiftze je nejrozsifenéjSi metodou nali labo-
ratorni imunochemické praxe (predevSim zéaslu-
hou IDP souprav USOL). Technika ma koncen-
tradni omezeni 10 mg.1-! (p#¥i vhodném uspo-
fadani lze méfeni provadét s presnosti kolem
10 %). Technika dle Manciniové je presné&jsi
(2) neZ technika dle Faheyho (3). Nevyhodou
je moZné zkresleni vysledkli vlivem vytvoFiv-
Sich se agregatd nebo $tdpid imunoglobulind.
Nelze provadét stanoveni IgM niZ$i molekulové
hmotnosti a sekreé¢niho IgA, pokud nejsou k dis-
pozici odpovidajici standardy stejného typu. Za-
kalové techniky ve vodném prostiedi se v po-
slednich letech vice rozsifily. Jejich vyhodou
je rychlost, automatizovatelnost, ur€itym pro-
blémem nutnost vyéelfovat chylézni séra. Kon-
centrace imunoglobulind se méni mimo jiné
s vékem, pohlavim, geografickou polohou, pro-
to je vhodné, aby si kazda laboratof stanovila
vlastni normy pro zdravou dospé&lou nebo dét-
skou populaci.

Kvantifikace imunoglobulindi je nutnéd pfi po-
dezieni na primdrni nebo sekundarni imuno-
deficienci. Samoziejmé toto vySetfeni nemiZe
byt jedinym Kkritériem prim&rni imunodeficien-
ce. N&kdy napt. IgA-deficience nemusi byt spo-
jena s Zadnymi projevy onemocnéni a naopak
pacienti s vysokou hladinou urégitého imunoglo-
bulinu mohou mit velmi Spatnou odpovéd na
fadu antigent.

Podstatné je toto vy3etfeni také u pacientdl
s né&kterymi formami hypogamaglobulinemii,
u nichZ probiha substituéni 1é¢ba imunoglobu-
linovymi prepardty. Pomocné je toto vySetieni
u idiopatickych monoklonélnich gamapatii pro
jejich odliseni od maligni monoklondlni gama-
patie. U monoklondlniho myelomu koncentrace
normédlnich imunoglobulind Kklesaji obvykle
s tasem, zatimco u prvniho benigniho onemoc-
néni se v podstaté neméni. Zdlraziiujeme jen
normAlni imunoglobuliny, protoZe M-protein se
imunochemicky kvantifikovat neda.

Podstatné je vySetfeni také pupecnikové kr-
ve u novorozencii pro vytypovani kongenital-
nich infekci.

Je vhodné sledovat koncentrace imunoglobu-
linGt u difdzni hypergamaglobulinemie, lymfo-
proliferativnich chorob, u hepatopatii, prede-
v8im cirhozy jaterni, systémového lupus eryt-
hematodes.

IMUNOELEKTROFOREZA

Pres urgity ¢asovy odstup se stdle jedné o uZi-
te¢nou a potiebnou metodu. Nejdastéji se uZiva
mikromodifikace podle Scheideggera (4). (Té

je také prizplisobena imunoelektroforeticka vy-
bava, doddvand USOL.) Vedle toho jsou tf¥eba
dobréa precipitujici antiséra. Pro stanoveni t¥i-
dy imunoglobulind, pokud je p¥itomen mono-
klonéalni protein, jsou tfeba specifickd antiséra
proti téZkym Fetézctim pro identifikaci lehkych
Fetézcld (anti-light chains) a proti volnym leh-
kym fretézctm (anti-kappa, lambda free), coZ
neni totéZ. Problémem je predevSim otadzka
kvality antisér. V pFipadé pfitomnosti kryglo-
bulinu je tfeba sérum inkubovat pfi 37 °C a pak
provést stanoveni. Pro identifikaci nékterych
typt IgM se doporucduje imunofixace.

Imunoelektroforetickd analyza je nutn4, jest-
lize Kklinicky, hematologicky nebo patologicky
nélez vede k diagnoze nebo podezfeni na mno-
hoCetny myelom, Waldenstrémovu makroglobu-
linémii, heavy-chain disease, amyloidézu a cho-
roby s depozity imunoglobulinti nebo v pFipadé
vyskytu kryoglobulinu, proteinurie typu Bence-
-Jones, hyperviskozity séra. UZiti imunoelektro-
foretické analyzy je uZite¢né u nékterych imu-
noproliferativnich onemocnéni jako lymfocy-
tické leukémie, vyskyt chladovych aglutinind,
Gaucherova choroba, trypanosomiasis.

Imunoelektroforéza moé¢i je nutna v pripadé
myelomu, amyloid6zy a chorob s depozity imu-
noglobulintt a tehdy, kdyZ byl nalezen v séru
monoklondlni imunoglobulin.

IMUNOGLOBULIN E

Lze provadét stanoveni celkového IgE mnebo
specifického IgE. Vzhledem k nizkym koncen-
tracim je tfeba pouZivat citlivéjSi metodiky neZ
u ostatnich imunoglobulinii.

Pro stanoveni celkového IgE se pouZivd bud
RIA, nebo EIA. Nejcastéji jde o techniky s pro-
tilditkou na pevné fazi. Kompetitivni metody
mohou byt nespecificky inhibovdny mékterymi
sérovymi faktory. Nekompetitivni metody jsou
citlivéjsi. UZiti enzymu jako amplifikacéniho
faktoru je velice vfhodné — prodluZuje se tak
Zivotnost reagencii, prdce s nim je snaz$i neZ
s izotopy (reZim préce, pristrojovd technika).
Avsak EIA v bé&Zném usporddani je méné citli-
va neZ RIA.

Stanoveni celkového IgE meni u Zadné klinic-
ké diagnézy nepostradatelné kromé vzacné se
vyskytujiciho hyper-IgE-syndromu. Stanoveni
celkového IgE je uZiteéné pro rozliSeni poruch
zdvislych a nezavislych na IgE — wm chronic-
kych rhinitid, bronchidlniho astmatu, dermati-
tid, chronické urtikarie, alergie na potravu,
svllij v§znam mé u parazitdrnich chorob.

Je tfeba mit ma zfeteli, Ze i p¥fi normadlnich
koncentracich IgE v séru miZe dojit k rozvoji
onemocnéni mechanismem jinym mneZ atopic-
kym.

Prognosticky maZe byt zvy3end koncentrace
v raném détstvi indikdtorem vysokého rizika
atopické choroby.

Specifické IgE se dnes stanovuje hlavné ra-
dioalergosorbentnim testem RAST a velmi po-
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dobnym enzymoimunostanovenim. PouZiti ko-
mercéni soupravy pifindSi vSak Fadu problémi.
Vzajemné srovnéni vysledki ziskanych na sou-
pravach rtznych vyrobcti vétSinou neni moZné.
VétSina alergenii obsahuje necistoty, protilatky
ostatnich tfid imunoglobulinti ve vzorku mohou
byt pfi¢inou interferenci.

Ani méfeni specifického IgE neni v Zadné
klinické situaci nutné. Stanoveni specifického
IgE je uZite¢né v pripadech, kdy neni moZné
provést dobfe koZni testy (extrémné vysoka
hladina sensibilizace a z toho vyplyvajici ne-
bezpeli pro pacienta, alergeny jsou toxickeé,
nerozpustné, vysoce sensibilizujici, u potravi-
novych alergii, pfi rozporuplné interpretaci
koZnich testli). Vyhodné se tim da zmenSit frek-
vence provokacnich testd.

KOMPLEMENT

MiZeme provadét bud méreni celkové hemo-
lytické aktivity komplementu CHs, nebo stano-
vovat jednotlivé slozky.

Metodik mé&feni ,celkového komplementu® je
fada, vétSina z nich vychdzi z dnes jiZ klasické
prace Mayer-Kabatovy (5). Se vzorky sér ne-
mocnych je tFeba zachézet velice Setrné. Dopo-
rucuje se po jedné hodiné stdni krve pfi labo-
ratorni teploté odstredit krevni kolad a uloZit
sérum pfi teplot€ —60 °C nebo neni-li tato moz-
nost, doporucuje se uZivat EDTA plazma. BliZe
k zachédzeni se sérem pro stanoveni sloZek
komplementu viz (6). Vzhledem k tomu, Ze ge-
netické defekty jednotlivych sloZek komple-
mentu jsou vzacné, vSeobecné plati, Ze imuno-
chemické stanoveni sloZek odrdZi funkéni hla-
dinu in vivo. Pro metodiku stanoveni sloZek C3,
C4, Clq, C1 inhibitoru, C3 proaktivatoru (fak-
tor B) plati tytéZ zasady jako pro metodiku sta-
noveni imunoglobulini.

Stanoveni celkové aktivity komplementu je
nutné jen v pripadé podezieni na geneticky de-
fekt komplementu, tzn. u pacientli s rekurent-
nimi infekcemi, obzvla§té rekurentnimi menin-
gitidami, s hereditdrnim angioneurotickym edé-
mem (HAE) a u pacientli z rodin s vyskytem
imunokomplexovych chorob. Pro potvrzeni HAE
je nutné stanovit koncentraci C1 inhibitoru,
popfE. provést funkéni vySetfeni C1 inhibitoru
(12—20 % pacienti s HAE ma hladinu C1 in-
hibitoru norméalni nebo i zvySenou, ale bilkovi-
na neni funkéni).

Stanoveni sloZek je pomocnym vySetfenim
pri sledovani pacientd s glomerulonefritidami,
imunokomplexovymi chorobami, jako je systé-
movy lupus erythematodes, nékteré formy vas-
kulitidy. Rutinni stanoveni komplementu u vét-
Siny akutnich nebo chronickych zanétlivych
nebo infek¢nich onemocnéni nemda velky vy-
znam.

IMUNNI KOMPLEXY

Existuje velmi Sirokéd paleta metodik pro sta-
novenl imunnich komplexi, zaloZenych na nej-

riiznéjsich principech (7), které také maji nej-
rtznéjsi vyhody i nevyhody. Vice v pracich (7,
8). Doporuceny jsou metody stanoveni pomoci
Clg v kapalné fazi nebo na pevném povrchu,
stanoveni pomoci bovinniho konglutininu, mo-
noklondlniho revmatoidniho faktoru, pomoci
Raji bunék. Velkou pozornost je tfeba vénovat
odbé&ru a skladovani vzorki. Krev se mé po od-
b&ru nechat stat 2 hodiny p¥i laboratorni tep-
loté nebo 37 °C, pak odstredit krevni koldc¢ a
sérum uloZit pfi alespoii —60 °C. Problémem je
také standardni materidl, nejrozs$ifené&jsi je
uZiti tepelné agregovaného IgG. Zahrivani vzor-
kil na 56 °C (tzv. dekomplementace) vyZadova-
né u nékterych metodik miiZe vést ke tvorbé
agregdtl imunoglobulint a tim k fale$né pozi-
tivité. Zdrojem fale$né pozitivity miZe byt také
prfitomnost heparinu, endotoxinu nebo DNA ve
vzorku, RF ve tFidé IgM u metod uZivajicich RF,
antilymfocytarnich protilatek u Raji bunék.
V disledku téchto problémi vysledky stanove-
ni, provedenych rtiznymi metodikami, jsou jen
obtiZné srovnatelné.

VySetfovani imunnich komplexdi neni nepo-
stradatelné u Zddné diagn6zy. Prfitomnost imun-
nich komplexi neni specifickd pro autoimunni
onemocnéni, coZ 1ze dokumentovat napr. u glo-
merulonefritid.

Stanoveni imunnich komplexi miZe byt po-
mocné pri monitorovani aktivity fady onemoc-
néni, jako napf¥. progresivni polyarthritida, sy-
stémovy lupus erythematodes, vaskulitida a
dalsi. Ma také vyznam u terapie plazmaferé-
zou. Prognosticky vyznam miZe mit u nékte-
rych malignit (napf. akutni leukémie).

Ve v3ech pripadech, kde je podezfeni na imu-
nokomplexovou chorobu, by mélo byt provede-
no vySetfeni vzorkl tkani (ktiZe, ledviny).

AUTOPROTILATKY

oY

NejrozSirfenéjsi metodikou detekce autoproti-
latek je nepfima imunofluorescence. Urgitym
uskalim miZe byt nehomogennost uZivanych
tkafiovych materidld, provedeni metodiky a
kvalita, nejCastéji fluoresceinem, popf. peroxi-
dazou znacené protilatky.

Antinukledrni protilatky se prokazuji nejcas-
téji na substratu, kterym jsou jaterni buiiky ne-
bo leukocyty. Komeréni fixované buiiky neda-
vaji tak dobré vysledky jako Cerstvé preparéty.
Stanoveni protilatek proti nativni DNA (dvou-
Sroubovice) se provadinejcastéji na kinetoplas-
tech vhodného substratu (napf. Crithidia lu-
cilleae). Stanoveni antinukledrnich protildtek
je nutné pro diagnézu systémového lupus ery-
thematodes. Testy na antinukledrni protilatky
jsou pomocné u diagnézy autoimunni formy
chronické aktivni hepatitidy a progresivni sy-
stémové skler6zy.

Antithyroidni protildtky se prokazuji na fe-
zech lidskych nebo opicich thyroidnich tkéani
Jejich stanoveni je nutné u diagnézy chronické
thyreoiditidy a spontdnniho myxedému dospé-
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Iych. Pozitivni vysledek nevylucuje diagndzu
adenokarcinomu nebo Gravesovy choroby.

Pro stanoveni antimitochondridlnich protila-
tek se uZivaji predevSim buiiky krysich ledvin.
Jejich pfitomnost je charakteristickd, ale ne
specifickd pro primérni bilidrni cirhozu.

Protilatky proti hladkému svalu se ¢asto na-
1ézaji u pacientd s chronickou aktivni hepati-
tidou.

Téchto Sest metodik je schopno podat vcelku
uceleny obraz o jedné ze dvou vzdjemné meod-
délitelnych sloZek obranyschopnosti organis-
mu — o humorélni imunité. O druhé sloZce —
buné&éné imunité — bude pojednévat druhéa ¢4ast
naseho odborného sdéleni.

Souhrn

Autofi v &lanku, ktery je prvni ¢asti dvou-
dilného sdéleni, shrnuji nékteré metodické na-
vody pro zdkladni laboratorni vySetfeni humo-
ralni imunity — stanoveni imunoglobulind, sta-
novenf [gE, imunoelektroforézu, stanaveni kom-
plementu, autoprotildtek a cirkulujicich imun-
nich komplexii. V ¢ldnku je uvedena také struc-
né klinickd diagnostika s uréenim, kdy jsou vy-
Setfeni nutnd, kdy uZite¢n4a a kdy pomocna.
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