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Definice atopie a alergie 

• J Allergy Clin Immunol 2004;113:832-6. 

 

• ALERGIE=systémové onemocnění s 

lokálními projevy. 

 

• ATOPIE= predispozice k rozvoji IgE 

mediované imunitní odpovědi na běžné 

antigeny prostředí. 



Alergeny 

• Alergeny jsou antigeny, obvykle 

proteinové povahy, které senzibilizují 

hostitele, a vedou u něj k rozvoji alergické 

reakce. 

 

• Jejich zdroje jsou různé, a zahrnují 

zejména: roztoče a jejich produkty, pyly, 

spory hub, zvířata, léky, potraviny, a hmyzí 

jed. 









Faktory ovlivňující alergenicitu 

• Vnitřní: komplexnost molekuly (velikost), 

koncentraci, rozpustnost, cizorodost, 

stabilitu, biochemickou aktivitu 

 

• Zevní: polutanty, cigaretový kouř, virové 

infekce, genetickou predispozici a pohlaví, 

datum narození, hygienu, porodní váhu 



Určení alergenicity 

• Alergosorbční test 

• Imunobloting 

• Křížová radioimunoassay (CRIE) 

 



Nomenklatura alergenů 
• Směrnice dle The Allergen Nomenclature 

Subcommitee of the International Union of 

Immunological Societies 

• např. cysteinová proteáza - alergen Der p 1 - je 

označení pro roztočový alergen D. 

pteronyssinus a je vytvořena kombinací prvních 

tří písmen rodu a prvním písmenem druhu 

společně s Arabskou číslicí, která udává pořadí, 

v jakém byl alergen izolován nebo jeho klinickou 

významnost. 

 



Nomenklatura alergenů 

Zdroj 

Rod Druh Alergen 

Dermatophagoides pteronyssinus Der p 1 

Dermatophagoides 

 

farinae Der f 1 

Betula verrucosa Bet v 1 

Felis  domesticus Fel d 1 

Aspergillus fumigatus Asp f 1 



Izolace alergenů 
• Rekombinantní DNA technologie 

– rt-PCR 

– sequenace cDNA a hledání homologie 

– rentgenová krystalografie 

• Použití monoklonálních protilátek 

– hybridomová technologie - myši jsou 

imunizovány alergenem a jejich slezinné 

buňky jsou současně fúzovány s 

plasmocytovými buňkami. Výsledné protilátky 

produkující hybridomy jsou podrobeny 

screeningu a ty, které mají patřičnou 

specificitu, jsou izolovány a klonovány a 

použity k produkci velkého množství protilátek. 



Diagnostické a terapeutické 

použití alergenů 

• Používány jak k diagnostice, tak k terapii 

pacientů 

• přírodní alergeny x obsahují irelevantní proteiny 

• kritéria: zdroj alergenů, spektrum hlavních 

alergenů a jejich přítomnost, měření celkového 

množství alergenu, biologická aktivita 

• Evropská studie -  CREATE 



Součásti alergologického 

vyšetření 

• Anamnéza 

• Fyzikální vyšetření 

• Kožní testy 

• Epikutánní testy 

• Provokační testy 

• Expoziční testy 

• Laboratorní vyšetření 



Alergický pozdrav 



Kožní testy 

 
• detekce přecitlivělosti I. typu 

• princip testu: zavedení malého množství 
charakterizovaného alergenového extraktu do 
epidermis; v případě, že se zde nachází 
alergen-specifické molekuly IgE na povrchu 
žízných buněk, alergen přemostí tyto molekuly a 
způsobí indukci signálu, který se přes receptory 
Fc  dostane do cytoplazmy žírné buňky a vyvolá 
její degranulaci, uvolnění histaminu a 
novotvorbu dalších mediátorů, které způsobí 
vazodilataci a zvýšení cévní permeability, což 
vede ke tkáňovému otoku a tvorbě pupenu 

 



Prick test 



Epikutánní (patch, plátenkové) 

testy 

 • průkaz kontaktních alergenů, reakce IV. typu 

• napodobují průnik alergenu do epidermis 

vazbou na Langerhansovy buňky 

• kůže zad, odmaštěná 

• terčík 1 cm2 s testovanou látkou, překrytí 

celofánem, hypoalergickou náplastí 

• testů 20-30, popis 

• snímání za 24-48 h, pevné látky po 48-72 h 

• odečty po sejmutí a denně po 5-6 dní 

 



Epikutánní testy 



Provokační testy 

 

• specifické provokační testy 

oční-spojivkový, nosní, bronchiální a perorální 

• specifický laboratorní bronchoprovokační test 

• simulovaný laboratorní pracovní (reexpoziční) 

test 

• pracovní reexpoziční test přímo na pracovišti 

postiženého 

• nespecifické provokační testy 



Bronchoprovokační testy 

• bronchiální hyperreaktivita (BHR) 

bronchiální sensitivita 

bronchiální reaktivita 

• farmakologické testy 

cholinergní: metacholin, acetylcholin, carbachol 

spazmogenní: histamin 

leukotrieny: LTD4 

• nefarmakologické testy 

inhalace studeného vzduchu 

hypertonický aerosol 

inhalace SO2 

zátěžový test volným během 



Nazální provokační test 

• 1873 sir Charles Blackley 

• indikace: alergická rinitida, neg. prick testy, 

spec. IgE, monitorace účinku farmak, profesní 

rinitida 

• nutné předem ORL vyšetření 

• hodnocené parametry: sekrece, iritace, 

obstrukce 

• rinomanometrie: objektivizace nosní ventilace, 

sleduje při transnazálním tlaku 150 Pa změny 

průtokové rychlosti vzduchu proudícího nosem a 

změny odporu, který klade proudu vzduchu 

zbytnělá nosní sliznice 



Konjunktivální provokační test 

• oční, spojivkový 

• indikace: diagnostika alergie, výzkumné účely, 
účinnost terapie 

• provedení testu: obtížné, otázka koncentrace 
alergenu 

• hodnocení: časná konjunktivální odpověď 
(zarudnutí, slzení, chemóza), při vyšších 
koncentracích jsou přítomny otoky víček  a nosní 
příznaky 

• konjunktivální cytologické vyšetření, ECP, 
mediátory zánětu 

 



Expoziční testy potravinové 

• eliminační dieta 14 dní 

• anamnéza, prick testy, spec. IgE 

• food-dependent exercise-induced anaphylaxis 

• otevřený orální expoziční test 

• jednoduše slepý (kontrolovaný placebem) 

• dvojitě slepý placebem kontrolovaný potravinový 
expoziční test (DBPCFC) 

• slizniční, retní expoziční test 

• intragastrická provokace 

• kolonoskopické alergenové provokace (COLAP) 



Další vyšetřovací metody 

Indukované sputum  

hypertonický fyziologický roztok, počty eozinofilů 

ve sputu korespondují s bronchiálními biopsiemi, 

BAL  

 

Měření kondenzátu vydechovaného vzduchu 

LTB4, cysteinylové leukotrieny, NO – zvýšený u 
neléčených astmatiků, závisí na průtoku, čím 
nižší průtok, tím vyšší NO, proto konst. 50 ml/s 

Nízký NO u ciliární dyskinezy, cystické fibrózy, 
korelace s nálezy v biopsiích a s eozinofily ve 
sputu. 



Laboratorní vyšetření 

 

• relativní spolehlivost 

• sensitivita x specificita 

• vhodnost pro rutinní práci 

• dostupnost 

• bezpečnost a komfort pro pacienta 



Metody běžně používané v praxi 

 

 eosinofilie 
  
 celkové IgE  
       
 specifické IgE  
 
 IgG, IgA 
 
 ECP 

 
 komplement 

 



Zvýšený počet eozinofilů 

• Alergická onemocnění 

– rhinoconjunctivitida, astma, atopická 
dermatitida 

• Parazitární infekce 

– helmintické infekce jako je echinoccocóza, 
ascarióza 

• GIT 

– eozinofilní gastroenteritida, alergická kolitida 

• Respirační onemocnění 

– eozinofilní pneumonitida, astma 



• Nádorová onemocnění 

– Hodgkinův lymfom, leukemie, ca colon 

• Vaskulitidy 

– Churg-Strauss 

• Idiopatická hypereozinofilie 

• Pemphigoid 

• Lékové reakce 



Stanovení celkového IgE 
• Koncentrace IgE - zhruba 0,0005% z celkového 

množství sérových imunoglobulinů. 

• Hladina celkového IgE - udávána v tisících 
mezinárodních jednotek na litr (kIU/l) na základě 
75/502 IgE standardu dle WHO (1 kU/l = 2.4 
μg/l) 

• Prahová citlivost kolem 0,5 kU/l (1,2 μg/l) a 
optimální přesnost v rozsahu asi 7,5 – 50 kU/ml 
(18-120 μg/l). 

• Hladiny celkového IgE závisí na věku. Normální 
hodnoty u novorozenců - do 0,7 kU/l, u 
dospělých je naopak nutné příslušné sérum 
naředit. Průměrné sérové hladiny IgE stoupají u 
zdravých dětí do 5. – 7. roku věku  a klesají od 
druhé do osmé dekády života.  



Onemocnění charakterizovaná 

vysokými hladinami IgE 

• Parazitární nemoci 

• Hyper-IgE syndrom 

• DiGeorgeův syndrom 

• Selektivní deficit IgA 

• Wiscott-Aldrichův sy 

• Nethertonův sy 

• Omenův sy 

• Monoklonální 
gamapatie 

 

• Chronická 

lymfocytární leukémie 

• Hodgkinův lymfom 

• Non-Hodgkinův 

lymfom 

• Polycythaemia vera 

• Virové infekce 

• Mykotické infekce 

• Abusus alkoholu 



Stanovení specifických IgE 

• kožní onemocnění 

• dermografismus 

• rozdílnost anamnézy a kožních testů 

• léčba antihistaminiky, benzodiazepiny, kortikoidy 

• u dětí 

• anafylaxe 

• nedostupnost alergenu pro prick test 

• při zahájení a ukončení alergenové terapie 

 



METODY STANOVENÍ  

SPECIFICKÝCH IgE 
NAVÁZÁNÍ ALERGENU  

V PEVNÉ FÁZI 

 

• UniCAP ® PHARMACIA 

• QuantiScan ® INNOGENETICS 

• EUROLINE EUROIMMUN AG 

• CMG-Immunodot SANOFI Diagnostic 

• RISA DYNEX 

• AlaBLOT ® DPC 

• Allergen Disc Allergopharma 

• ALLERCOAT EAST SANOFI 
Diagnostic 

• RIDASCREEN ® R-Biopharm GmbH  

• ADVIA Centaur ® BAYER 
DIAGNOSTIC 

• ALLERgen Personal Lab ALLERGY 
BioChem ImmunoSystems Inc. 

 

 

NAVÁZÁNÍ ALERGENU  

 V KAPALNÉ FÁZI 

 

 IMMULITE® 2000 DPC 

 AlaSTAT ®DPC 

 



UniCAP ® System 

 pevná fáze tvořena 

trojrozměrným 

celulózovým 

polymerem s 

kovalentně 

vázaným 

alergenem 



QuantiScan-AllergoScan 

 Alergen specifická 

protilátka přítomná ve 

vzorku se váže k 

odpovídajícímu 

alergenu navázanému 

na pevné fázi na 

membráně 

AllergoScan-čipu 



RISA (Ring-Immuno-Sorbent-

Assay) 
• Testované sérum se 

inkubuje s 
alergenem 
navázaným na 
pevnou fázi, která je 
tvořena diskem s 
otvorem ve středu 

• Reakce probíhá v 
jamce mikrotitrační 
destičky bez 
manipulace s diskem 

• Měření barevné 
reakce 



AlaSTAT/IMMULITE ® 2000 

•  AlaSTAT  

•  mikrodestičky  

•  kolorimetrické    

  stanovení 

 

•  IMMULITE -    

•  polystyrenová kulička   

  potažená ligandem je   

  trvale umístěna uvnitř   

  reakční kyvety 

•  chemiluminiscence 

 
 



ADVIA Centaur 

• Sandwichová imunoanalýza 

• Přímá chemiluminiscence 

• IgE protilátka ze séra pacienta je kovalentně 
vázána pomocí myší anti-IgE protilátky na 
paramagnetické části SolidPhase 

• Biotinylovaný alergen je přidáván v nadbytku a 
váže se na alergen-specifickou IgE protilátku, 
vázanou na pevnou fázi 

• Acridinium-ester značený streptavidin se váže 
na biotinylovaný alergen 



Technika Microarray - ISAC® 



SEKK-systém externí kontroly kvality 

Alergen 

(IU/ml) 

CAP/ 

DPC 

DPC/ 

RISA 

CAP/ 

RISA 

Allergoph
/RISA 

 

d1 0,88 0,84 0,94 0,99 

e5 0,71 0,32 0,51 0,65 

g6 0,90 0,85 0,82 0,87 

t3 0,71 0,84 0,70 0,86 

w6 0,97 0,61 0,68 0,41 

d1+e5+g
6+t3+w6 

0,87 0,82 0,82 0,84 



Odlišnost metodik-odlišnost 

výsledků 
• odlišnost vazby alergenu na pevnou fázi 

 bromkyan 

 cyklické imidy 

 1,4-butandiol éter 

 

• odlišnost alergenu 

 purifikovaný přírodní 

 molekula vyrobená rekombinantní technologií 

 mix alergenů 

 

• odlišnost enzymů 

 beta-galaktosidáza 

 alkalická fosfatáza 

 křenová peroxidáza 



• Odlišnost substrátu 

 BCIP/NBT 

 p-nitrophenylphosphate 

 4-metyl umbelliferyl fosfát 

 o-fenylendiaminem 

 3,3 ,5,5 tetramethylbenzidinem 

 dioxetan  

 

• Odlišnost technik 

 radioimunoassay  

 fluorescence 

 chemiluminiscence 

 kolorimetrie 

 

• Standardy 

 Celkové IgE WHO 75/502 

 Séra obsahující specifické protilátky proti pylu: 

 břízy, jílku, bojínku 



• přítomnost specifických IgE protilátek proti určitému 

alergenu může být i u zcela asymptomatické osoby 

• specificita nesmí být zaměňována s pozitivitou  na   

    zkříženě reagující alergeny 

• otázka dostupnosti všech antigenních determinant 

příslušného alergenu 

• afinita specifických IgE proti různým epitopům 

•  interference se specifickými IgG4 

 

Interpretace výsledků  

specifických IgE 



IgG, IgA  protilátky u 

potravinových intolerancí  

• Protilátky proti bílkovinám kravského mléka ve 

tříde IgA a IgG – v souvislosti s febrilními 

enteritidami 

• Nejsou zatím signifikantní pro diagnostiku a 

prognózu případné budoucí potravinové alergie 

na kravské mléko 

• Úloha není dostatečně vysvětlena  



ECP 
• ribonukleáza 3 (RNáza 3),molek. hmotnost16-28 

kDa, 14. chromozom, v pozici g24-q31  

• Intracelulární ECP - monoklonální protilátka 
EG1, která stanovuje zásobní skladovaný 
protein a monoklonální protilátka EG2, která 
detekuje intracelulární aktivní formu ECP. 

• Extracelulární ECP prokázat v séru, 
v bronchoalveolární laváži, v indukovaném sputu 
a v moči. Nejjednodušší metodou stanovení 
ECP je stanovení v supernatantu z periferní krve 
po 1hodinové inkubaci plné krve s aktivátory. Při 
odběru a následním zpracování je nutné dodržet 
zvláštní požadavky odběru, abychom zamezili 
vzniku falešné pozitivity.  



Komplement 
• Indikací k vyšetření komplementu v alergologii je 

zejména diferenciální diagnostiky otoků.  

• Cca 30 molekul, které se většinou nacházejí 
v plazmě nebo jsou exprimovány na povrchu 
buněk  

• C3 a C4 složka komplementu.  

• stanovení C1 inhibitoru a jehofunkční vyšetření  

• stanovení funkční aktivity komplementu (aktivita 
komplementu klasickou cestou – CH50, aktivita 
komplementu alternativní cestou – AH100) 

• stanovení koncentrace manan vázajícího lektinu, 
který představuje důležitý spouštěcí faktor tzv. 
lektinové cesty aktivace komplementu  

• kvantitativní stanovení C1-C9 složek jednotlivě  



Metody méně často používané  

v běžné praxi I 

 
 specifické IgG4, specifické IgA 
 
 autoprotilátky proti IgE a IgE receptoru  
 
 cytokiny - IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-  
 
 adhezivní molekuly -ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1 
 
 NO, ROS 
 
 sIL-2R 

 
 
 

 



Metody méně často používané  

v běžné praxi II 
• sCD23 

 

• tryptáza – UniCAP 

 

• histamin - ELISA, RIA  

 

• leukotrieny – CAST - stimulace leukocytů IL-3 a 
alergenem in vitro, CAST-COMBI 

 

• CD63 - test aktivace bazofilů-Flow-CAST, 
BASOTEST 

 

• aktivace T lymfocytů 



Specifické IgG4 
• protektivní charakter x  potenciálně nebezpečné  

• zvýšené hladiny IgG4 - atopická dermatitida, 

• alergen specifické IgG4 stoupají v průběhu 
specifické alergenové terapie a to zejména 1-2 
roky po zahájení  terapie, na začátku stoupají 
převážně IgG1 

• existují určité rozdílné epitopy pro IgE a IgG4, 
proto pouze část  specifických IgG4 může 
úspěšně a efektivně interferovat  s vazbou IgE 

• IgG4 protilátek  a monitorace alergenové terapie 
Alergenovou terapii lze považovat za úspěšnou 
pokud dojde k 10-100 násobnému zvýšení 
specifických IgG4. 

• ELISA, například dr. FOOKE, Medisco. 



Specifické IgA 

• receptor pro IgA na povrchu eozinofilů, 

degranulace 

• uplatnění zřejmě v pozdnífázi reakce I. typu 

• biopsie, BAL 

• sandwichová ELISA- home-made 

• lyofilizovaný alergen, mikrotitrační destička, 

nanesení vzorku, biotinem značená protilátka 

antiFc IgA, streptavidinem- značenákřenová 

peroxidáza, ABTS substrát, měření absorbance 

 



Autoprotilátky proti IgE a IgE 

receptoru 
• chronická urtikou, neodpovídající na běžnou léčbu 

• přítomnost autoprotilátek proti IgE asi u 5-10% pacientů 

• proti vysokoafintnímu receptoru IgE proti α-subjednotce 
asi u 35-40% pacientů. 

• třídy IgG, zejména izotypy schopné aktivace 
komplementu IgG1 a IgG3.  

• in vivo, kdy prokážeme pozitivní intradermální test 
s pacientovým autologním sérem. 

• in vitro - test degranulace bazofilů, kdy stanovujeme 
uvolnění histaminu metodou ELISA nebo western blott 

      - test aktivace bazofilů, kdy stanovujeme procento 
exprese CD63 metodou průtokové cytometrie (spontánní 
aktivace pod 5%, u některých pacientů však může být 
spontánní aktivace nad 80%;u pacientů, kteří mají 
přítomné autoprotilátky, bývá hodnota kolem 85%). 



Cytokiny - IL-2, IL-4, IL-5, IL-

10, IFN-  
• intracelulární cytokiny - průtoková cytometrie 

• extracelulární cytokiny – ELISA, mikroarray 
CartesianTM Array Bisosource (sandwichová ELISA, 
používající jako pevnou fázi membránu, na níž jsou 
naneseny protilátky pro příslušné cytokiny, které 
vychytávají,v další fázi je přidána biotinylovaná 
protilátka a finálně streptavidin značný 
chemiluminiscenčně), EliSpot Assay Kits AID, kdy je 
používána mikrotitrační destička, v jamkách je 
nitrocelulózová membrána, která je potažena 
protilátkou proti příslušnému cytokinu, který chceme 
stanovit. Do jamek jsou přidány lymfocyty, které 
chceme testovat. Po inkubaci jsou buňky odstraněny 
a přidána značená protilátka proti cytokinu, a 
výsledek je zhodnocen mikriskopicky. Podobně lze 
vyžít i  Cytosets kit Biosource. 



EliSpot Assay Kits AID 

Lidský  IFN-γ                                            Myší IFN-γ  

javascript:;
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Adhezivní molekuly -ICAM-1, 

VCAM-1, ELAM-1 

• integriny (β1-VLA, β2-LFA-1, Mac-1), selektiny (L-

selectin, P-selectin, E-selectin), kadheriny (součást 

endotelových spojů zonula adherens a 

syndesmosomů) a molekuly imunoglobulinové 

velkorodiny (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1, 

PECAM-1)  

• Ke stanovení se používá nejčastěji ELISA 



NO, ROS 
• průtoková cytometrie - DCDHF-DA, pro stanovení 

NO například 1,2-diaminoanthroquinon, což je látka 
bezbarvá, po reakci s NO dává červenou 
fluorescenci, fluorescenčně značené protilátky proti 
nitrotyrozinu (FITC). 

• NO - v proudu vydechovaného vzduchu- 
luminometrem, fluorimetrická detekce nebo 
chromatografická separace na kapalinovém 
chromatografu s fluorescnčním detektorem, 
ionexová kapalinová chromatografie nebo 
kapalinová chromatografie iontových párů k separaci 
s přímému stanovení dusitanů a dusičnanů. 
Z nitrosothiolů lze uvolnit dusitany pomocí 
redukovaných kovových iontů (Cu+, Hg2+) a 
stanovit je z přírůstku dusitanů. Na stanovení 
nitrosothiolů jsou komerčně dostupné metody typu 
EIA, ELISA, dále kapalinová nebo plynová 
chromatografie s hmotnostní detekcí. 



sIL-2R, s CD23 

 
• Solubilní receptor pro IL-2 (sIL-2R, sCD25) -

atopická dermatitida, urtika, diferenciální diagnostika 
atopického a neatopického  astmatu.  

• Solubilní nízkoafinitní receptor pro Fc fragment 
IgE (sCD23, FcεRII), přítomný na B a T 
lymfocytech, eozinofilech, destičkách a folikulárních 
dendritických buňkách 

• Hladiny sCD23 -  u dětských astmatiků nad deset 
let. Opět existuje signifikantní korelaci mezi hladinou 
sCD23 a závažností astmatu  

• ELISA 



Tryptáza – UniCAP 

 • Tryptáza - serinová proteáza 

• Mastocyty, na rozdíl od bazofilů uvolňují velké 
množství tryptázy a PGD2. Množství, které je 
obsažené v bazofilech tvoří méně něž 1% obsahu 
v mastocytech. 

• α-tryptáza a β-tryptáza (enzymaticky neaktivní) 

• Vysoké hladiny tryptázy - anafylaxe, systémové 
mastocytózy. Maximální hladiny jsou dosaženy za 1-
2 hodiny, návrat lze pozorovat za 6 hodin. Tryptáza 
je stabilní 24 hodin, je možné ji proto stanovit i post 
mortem, nezvyšuje se u pacientů s akutním 
infarktem myokardu ani se sepsí.   

• RIA metody, UniCAP-Tryptase fluoroimmunoassay 
Hladiny pod 1 μg/l nejsou detekovatelné. 



Histamin - ELISA, RIA 

• kvantifikace histaminu uvolněného z bazofilů po 
inkubaci s alergenem 

• monoklonální protilátky proti histaminu (ELISA a 
RIA), fluorimetrie  

• výsledky jsou vyjádřeny v procentech celkového 
obsahu histaminu po korekci vzhledem ke 
spontánnímu uvolnění histaminu. Sensitivita tohoto 
testu je různá pro různé alergeny. Pro roztoče 87-
94%, pro čerstvé potraviny 89%, pro komerční 
potravinové alergeny pouze 56%, pro latex 45%, pro 
včelí jed 64%, pro léky 51% vzhledem k tomu, že 
příčinnou látkou je metabolit a ne látka samotná . 



Leukotrieny 
• Prostaglandiny a tromboxany- ELISA metoda  

• Leukotrieny - izolované periferní leukocyty 
stimulované IL-3 a alergenem, uvolňují se 
sulfidoleukotrieny, stanovené ELISA s použitím 
monoklonální protilátky proti společné determinantě 
leukotrienů (LTC4, LTD4, LTE4),kompetitivní 
stanovení pomocí enzymového konjugátu (alkalické 
fosfatáza). Pomocí substrátu (p-nitrofenyl fosfát) lze 
kolorimetricky stanovit hladinu sulfidových 
leukotrienů měřením absorbance při 405 nm.  

• CAST® ELISA test, CAST-COMBI® (supernatant- 
leukotrieny pomocí ELISA, v peletu pak aktivované 
basofily exprimující CD63) 

• potravinová alergie - sensitivita 85%, specificita 
100% (76), pro β-laktamová antibiotika je udávána 
senzitivita mezi 35-80%, specificita 79-89%, pro 
nesteroidní antirevmatika sensitivita 18-68% a 
specificita 79-100% 



CD63 - test aktivace bazofilů 

 
 

• BASOTEST®, Flow-CAST®, CAST-COMBI®   

• inkubace plné krev nebo suspenze leukocytů 
s alergenem, současně je připravena negativní 
kontrola (přidán ředící roztok) a pozitivní kontrola 
(přidána anti-IgE protilátka nebo N-formyl-methionyl-
leucyl-phenylalanin). Po inkubaci jsou do každé 
zkumavky přidány dvě protilátky: anti-IgE nebo anti 
CD203, která označuje bazofily a anti-CD63, která 
označuje aktivované bazofily. Po inkubaci je 
provedena lýza erytrocytů a měření je prováděné 
pomocí průtokového cytometru. Výsledkem je 
procento aktivovaných bazofilů, které je udáváno 
jako procento anti-IgE+/CD63+ nebo 
CD203c+/CD63+ podle použité metody. Sensitivita 
a specificita testu se liší pro jednotlivé typy alergenů. 
Má vyšší senzitivitu než široce používané vyšetření 
alergen specifických IgE a velmi vysokou specificitu. 



Aktivace T lymfocytů 

 • Test proliferace lymfocytů a jeho  modifikace - 
diagnostika lékové alergie, sledování odpovědi 
v rámci léčby specifickou alergenovou imunoterapií.  

• Průtokové cytometrie - exprese membránových 
molekul např. CD69, což je časný aktivační znak 
nebo expresi HLA-DR, či α podjednotky receptoru 
pro IL-2, i množství cytokinů intracelulárně. Dnešní 
metody sledují aktivaci lymfocytů produkcí cytokinů 
po stimulaci alergenem samotným nebo po stimulaci 
například phytohemaglutininem společně 
s alergenem  

• Produkce cytokinů se pak stanovuje pomocí 
ELISpotu nebo ELISA.  

• Purifikace alergen-specifických T lymfocytů u 
alergických pacientů na základě produkce IL-4 a 
IFN-γ například pomocí MACS Cytokine Secretion 
Assay nebo lze použít i kvantitativní PCR pro IL-4.
  



Další vyšetření 

• hypodenzní eozinofily 

• exprese CD44 na eozinofilech 

• 15-HETE 

• kalprotektin 

• imunokomplexy 

• adenosin, bradykinin, tachykininy, serotonin, 
eozinofilní chemotaktický faktor, eotaxin, 
proteázy (chymáza, karboxypeptidáza, 
kathepsin G), proteoglykany (heparin, 
chondroitin sulfát E).  



Alergická reakce I. typu  

• in vivo: prick testy 

• in vitro:    celkové IgE 

                   specifické IgE 

                   specifické IgG, IgG4 

                   ECP 

                   tryptáza, histamin, leukotrieny 

     

 

 



Alergická reakce II. typu  

• stanovení aktivity komplementu 

 

• markery aktivace PMN, eosinofilů, 

monocyto/makrofágového systému 



Alergická reakce III. typu 

• stanovení imunokomplexů v séru 

 

• stanovení aktivity komplementu 

 

• histologická verifikace imunokomplexů 



Alergická reakce IV. typu 

• in vivo: epikutání testy 

 

• in vitro: test blastické transformace lymfocytů 



Děkuji za pozornost 


