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Autoprotilatky — systémova onemocnéni

1 Antinuklearni protilatky (ANF, ANA) /IF/

2 Antinuklearni protilatky (ANA TOTAL) /ELISA/

3 Autoprotilatky proti nativni /dvouvlaknové/ DNA (ds DNA) /IF/

4 Autoprotilatky proti nativni /dvouvldknové/ DNA (ds DNA) /ELISA/

5 Protilatky proti DFS70 /ELISA/

6 Autoprotilatky proti denaturované /jednovlaknové/ DNA (ss DNA) /ELISA/

7 Autoprotilatky proti nukleosomtm /ELISA/

8 Autoprotilatky proti histontiim /BLOT/

9 Autoprotilatky proti extrahovatelnym nuklearnim antigentim (ENA); screen /ELISA/

. 10 Autoprotilatky proti extrahovatelnym nuklearnim antigenim (ENA); profil /ELISA/

. 11 Autoprotilatky proti extrahovatelnym nuklearnim antigenim (ENA) /BLOT/

. 12 Revmatoidni faktor /nefelometrie/

. 13 Revmatoidni faktor; ve tfidach IgG, IgA, IgM /ELISA/

. 14 Autoprotilatky proti cyklickému citrulinovanému peptidu (CCP) /ELISA/

. 15 Autoprotilatky proti fosfolipidiim; screen /ELISA/

. 16 Autoprotilatky proti fosfolipidiim; profil /ELISA/

. 17 Autoprotilatky proti kardiolipinu (ACLA, ACA); 1gG, IgM /ELISA/

. 18 Autoprotilatky proti B2 glykoproteinu I; IgG, IgM /ELISA/

. 19 Protilatky proti protrombinu /ELISA/

. 20 Protilatky proti annexinu /ELISA/

. 21 Autoprotilatky proti antigeniim cytoplazmatickych granuli neutrofilnich
granulocytii (ANCA) /IF/

. 22 Autoprotilatky proti antigeniim cytoplazmatickych granuli neutrofilnich
granulocyti (ANCA); MPO, PR3 /ELISA/

. 23 Autoprotilatky proti antigeniim cytoplazmatickych granuli neutrofilnich
granulocyti (ANCA); dalsi antigeny /ELISA/

. 24 Protilatky proti Saccharomyces cerevisiae (ASCA); 1gG, IgA /ELISA/

. 25 Autoprotilatky proti imunoglobulinu A (anti IgA)

. 26 Cirkulujici imunokomplexy (CIK) /precipitace/
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. 27 Cirkulujici imunokomplexy s vazbou na C1q slozku komplementu (CIK — C1q)

[ELISA/

. 28 Autoprotilatky proti endotelidlnim buitkam (AECA) /IF/
. 29 Autoprotilatky — myositis /BLOT/

. 30 Autoprotilatky — cytoplazma /BLOT/

. 31 Autoprotilatky — sklerodermie /BLOT/

. 32 Autoprotilatky proti gangliosidim /ELISA/

. 33 Protilatky proti neurondlnim antigentim (paraneoplastické protilatky) /BLOT/
. 34 Protilatky proti myokardu /IF/

. 35 Protilatky proti pfi¢n¢ pruhovanému svalu /IF/

. 36 Protilatky proti acetylcholinovému receptoru /ELISA/

. 37 Protilatky proti ke nadledvin /IF/

. 38 Protilatky proti kartd¢ovému lemu (ABBA) /IF/

. 2 Autoprotilatky — jatra, ledviny, Zaludek, kiaZe

1 Autoprotilatky proti mitochondriim (AMA) /IF/

2 Autoprotilatky proti mitochondridlnimu M2 antigenu /ELISA/

3 Autoprotilatky proti mikrosomalnimu antigenu jater a ledvin LKM — 1/ELISA/
4 Autoprotilatky proti mitochondriim M2, M4, M9/BLOT/

5 Autoprotilatky proti jaternim antigentim /BLOT/

6 Protilatky proti F-actinu /IF/

7 Autoprotilatky proti hladkému svalu (ASMA) /IF/

8 Autoprotilatky proti bazalni membrané glomeruld (GBM) /IF, BLOT/

9 Protilatky proti fosfolipazovému receptoru A2 (PLA2R) /IF/

. 10 Protilatky proti doméné trombospondinu typu I obsahujici protein 7A (THSD7A)

/\F/

. 11 Protilatky proti intrinsic faktoru (transport vitaminu B12) /ELISA/
. 12 Autoprotilatky proti parietalnim butikam (H*/K* - ATP) /ELISA/
. 13 Autoprotilatky proti parietadlnim bunikam /IF/

. 14 Protilatky proti antigentim kize (profil) /ELISA/

. 15 Protilatky proti bazalni membrané epidermis /IF/

. 16 Protilatky proti mezibunécnému tmelu /IF/

. 3 Potravinové intolerance (celiakie)

1 Autoprotilatky proti endomysiu (EMA) /IF/

2 Autoprotilatky proti retikulinu (ARA) /IF/

3 Protilatky proti deamidovanému gliadinu (AGA) /ELISA/

4 Autoprotilatky proti tkanové transglutaminaze (AtTG) /ELISA/

. 4 Autoprotilatky — diabetes mellitus

1 Autoprotilatky proti inzulinu (IAA) /ELISA/

2 Autoprotilatky proti ostrivkovym bunkam pankreatu (ICA) /IF, ELISA/

3 Autoprotilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové (GADes) /ELISA/
4 Autoprotilatky proti tyrosinfosfataze (IA — 2) /ELISA/
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1 Imunoglobuliny G, A, M (IgG, IgA, IgM) /nefelometrie/

2 Imunoglobulin D (IgD) /RID/

3 Imunoglobulin E (IgE) /LEIA/

4 Podttidy imunoglobulinu G (IgGz, 19G2, 19Gs, 1gG4) /nefelometrie/
5 Podttidy imunoglobulinu A (IgA1, IgA2) /nefelometrie/

. 6 Komplementovy systém

1 C1q podjednotka komplementu /R1D/

2 C2 slozka komplementu /RID/

3 C3 slozka komplementu /nefelometrie/

4 C4 slozka komplementu /nefelometrie/

5 C5 slozka komplementu /RID/

6 C1 esterazovy inhibitor (C1 inh.) /RID/

7 C1 esterazovy inhibitor — funk¢ni test /ELISA/

8 Funk¢nost komplementové kaskady (celkovy komplement) /ELISA/
9 Protilatky proti C1q /ELISA/

. 7 Dalsi sérové proteiny

1 C — reaktivni protein (CRP) /nefelometrie/
2 Interleukin 6 /LEIA/
3 B2 — mikroglobulin /LEIA/

. 8 Nepiimy priukaz bakterialnich infekci

1 Antistreptolysin O (ASLO) /nefelometrie/

2 Bordetella pertussis — protilatky proti toxinu /ELISA/

3 Brucella abortus — protilatky /aglutinace, Coombstv test/

4 Protilatky proti Borrelia burgdorferi sensu lato /ELISA/

5 Protilatky proti Borrelia garinii, B. afzelii, B. burgdorferi sensu stricto /BLOT/
6 Clostridium tetani — protilatky proti tetanovému toxoidu /ELISA/

7 Francisella tularensis — protilatky /aglutinace/

8 Haemophilus influenzae typ B — protilatky proti kapsularnimu antigenu /ELISA/
9 Helicobacter pylori — protilatky /ELISA/

. 10 Helicobacter pylori — protilatky /BLOT/

. 11 Listeria monocytogenes — protilatky /aglutinace/

. 12 Salmonella — protilatky (screen) /ELISA/

. 13 Salmonella typhi Vi — protilatky /ELISA/

. 14 Streptococcus pneumoniae — protilatky proti kapsularnimu polysacharidu /ELISA/
. 15 Treponema pallidum — rychla reaginova reakce (RRR) /aglutinace/

. 16 Treponema pallidum — (TPHA) /hemaglutinace/

. 17 Treponema pallidum — (FTA) /IF/

. 18 Treponema pallidum — specifické protilatky IgG, IgM /ELISA/

. 19 Treponema pallidum /BLOT/
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20 Yersinia enterocolitica — protilatky /ELISA/

21 Cryptococcus neoformans — pritkaz antigenu /aglutinace/

22 Quantiferon TB Gold /ELISA/

23 Stanoveni poctu senzibilizovanych efektorovych T-lymfocytli metodou ELISPOT
u diagnostiky TBC /separace, ELISPOT test/

5. 8. 24 Quantiferon CMV /ELISA/

5. 8.
5.8.
5. 8.
5.8.

5.9 Piimy a nepiimy prukaz mykotickych infekci

5.9. 1 Aspergillus — specifické protilatky /ELISA/

5.9. 2 Aspergillus — prikaz galaktomannanového antigenu /ELISA/
5.9. 3 Candida albicans — specifické protilatky /ELISA/

5.9. 4 Candida albicans — prukaz antigenu /ELISA/

5.10 Alergologie

5.10. 1 IgE, specifické protilatky proti konkrétnim alergentim /LEIA/

5.10. 2 Eosinofilni kationovy protein (ECP) /ELISA/

5.10. 3 IgG, specifické protilatky proti konkrétnim alergentim a antigentim /LEIA, FEIA/

5.10. 4 Stanoveni specifickych IgE proti rekombinantnim a nativnim molekuldrné
definovanym alergentim metodou ImmunoCAP /FEIA/

5.10. 5 Stanoveni specifického IgE proti jednotlivym molekuldrné definovanym
alergeniim — alergenovym komponentam metodou immunoassay na pevné fazi
/macroarray/

5.10. 6 Tryptaza /FEIA/

5.10. 7 Diaminooxidasa (DAO) /ELISA/

5.11 Biologicka lécba

5.11. 1 Hladina biologik a neutralizujici protilatky (adalimumab, infliximab)
[ELISA/

5.11. 2 Kalprotektin /extrakce, ELISA/

B. BUNECNA IMUNITA

5.12 Fenotypizace krevnich bunék /cytometrie/

5.12. 1 Zakladni fenotypizace periferni krve

5.12. 2 Imunofenotypizace bun€k krevnich malignit

5.12. 3 Fenotypizace bronchoalveolarni lavaze

5.12. 4 M¢éfeni exprese CD34 na kmenovych bunikach krvetvorby
5.13 Funkéni testy lymfocyti /cytometrie/

5.13. 1 Casné a pozdni aktivace lymfocyti
5.13. 2 Test blastické transformace lymfocytl

5.14 Funk¢ni testy polymorfonuklearnich granulocytu
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5.14. 1 Fagocytoza kvasinek — ingesce /mikroskopie/
5.14. 2 Metabolické vzplanuti granulocytti (Burst test) /cytometrie/

5.15 VySetieni trombocytu /cytometrie/

5.15. 1 Fenotypizace trombocytil
5.15. 2 Stanoveni protilatek vazanych na trombocyty

5.16 Specialni vySetieni

5.16. 1 Flowcytometricka analyza B lymfocytarnich subpopulaci u pacienta s podezienim
na humorélni imunodeficienci /cytometrie/

5.16. 2 Bazotest /cytometrie/

5.16. 3 Lymfocytarni transformacni test v diagnoze 1ékové a potravinové hypersenzitivity
/cytometrie/

5.16. 5 Diagnostika hereditarni sférocytozy (EMA)

C. REPRODUKCNI IMUNOLOGIE (NEPLODNOSTI)

5.17 Reprodukéni imunologie - humoralni

5.17. 1 Spermiogram /mikroskopie/

5.17. 2 Akrosom spermii (urceni kvality akrosomu spermii) /IF/
5.17. 3 Autoprotilatky proti spermiim /ELISA/

5.17. 4 Autoprotilatky proti spermiim /TRAY aglutina¢ni test/
5.17. 5 Autoprotilatky proti spermiim /MAR test/

5.17. 6 Protilatky proti zona pellucida /ELISA/

5.17. 7 Protilatky proti protrombinu /ELISA/

5.17. 8 Protilatky proti annexinu /ELISA/

5.17. 9 Autoprotilatky proti fosfolipidiim; screen /ELISA/
5.17.10 Autoprotilatky proti fosfolipidiim; profil /ELISA/
5.17.11 Autoprotilatky proti kardiolipinu /ELISA/

5.17.12 Autoprotilatky proti B2 glykoproteinu I /ELISA/
5.17.13 Anti - miilleriansky hormon /ELISA/

5.18 Reprodukéni imunologie — bunééna /cytometrie/
5.18. 1 Aktivace NK bunék s antigeny spermii a trofoblastu
5.18. 2 Stanoveni vitality a poctu spermii, kvality akrozomu a poctu leukocytii ve spermatu

(SpermFlow)

D. TRANSPLANTOLOGIE

5.19. 1 HLA - specifické protilatky /luminex/
5.19. 2 Stanoveni aloprotilatek pratokovou cytometrii (FCXM — CROSSMATCH)
5.19. 3 Quantiferon (monitor) /ELISA/

Tento dokument je vlastnictvim FNHK a jeho Sifeni mimo organizaci v jakékoliv formé bez souhlasu
schvalovatele je zakazano. Kazdy zaméstnanec odpovida za to, Ze pracuje s platnou verzi dokumentu.
Porizené kopie jsou pouze informativni!

Laboratorni ptirucka verze 11 _ platnost od 10.4.2024 Strana 6 z 130




Ustav klinické imunologie a alergologie
Fakultni nemocnice Hradec Kralové

6. Procesy pred laboratornim vySetienim
6.1. Odbér biologického materialu a doporuceny odbérovy systém
6.1.1 Odbér biologického materidlu a ptiprava pacienta
6.1.2 Mnozstvi odebiraného materialu
6.1.3 Doporuceny odb€rovy systém
6.2. Pozadavkov¢ listy (zadanky)
6.3. Ustni pozadavky na vySetfeni, dodatena a opakovand vysetieni
6.4. Transport primarniho vzorku
7. Kritéria pro odmitnuti primarnich vzorku
8. Uvoliovani vysledku
8.1. Informace o formach vydavani vysledki, typy nalezii a laboratornich zprav
8.2. Zmény vysledkt a nélezi
8.3. Hlaseni vysledka v kritickych intervalech
9. Zpisoby FeSeni stiZnosti a reklamaci
10. Prilohy

Tento dokument je vlastnictvim FNHK a jeho Sifeni mimo organizaci v jakékoliv formé bez souhlasu
schvalovatele je zakazano. Kazdy zaméstnanec odpovida za to, Ze pracuje s platnou verzi dokumentu.
Porizené kopie jsou pouze informativni!

Laboratorni ptirucka verze 11 _ platnost od 10.4.2024 Strana 7 z 130



Ustav klinické imunologie a alergologie
Fakultni nemocnice Hradec Kralové

Uvod

Vazend kolegyne, vazeny kolego,

dovolujeme si predlozit Vam nabidku nasich sluzeb v oblasti laboratorni imunologie a
alergologie. Nase prirucka je urcena zejmena lékarim a zdravotnim sestram. Shrnuje
zakladni informace o cinnosti naseho pracovisté a je navrzena v souladu s nejnovejsimi
pozadavky na tyto dokumenty, v souladu s normou CSN EN ISO 15 189:2013.

Verime, Ze tyto informace nejen prispéji ke vzdjemné spoluprdci mezi Vami a nasim
pracovistem, ale zZe Vas budou inspirovat ve Vasi dalsi praci.

Udaje uvedené v textu jsou aktudlni k datu vydani prirucky. O zdsadnich zméndch budete

ihned informovani.

Dékujeme za Vasi prizen a prejeme mnoho
uspéchit ve Vasi prdci.

Kolektiv pracovnikii
Ustav klinické imunologie a alergologie
LF UK a FN Hradec Kralové
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2. Rozdélovnik

Laboratorni piru¢ka UKIA je k dispozici:
e Intranect Fakultni nemocnice Hradec Kralové
o www.fnhk.cz/ukia
e Laboratof UKIA (jedna ti§téna verze)

Tato laboratorni piirucka je zavazna pro viechny pracovniky laboratoie UKIA.

3. Zakladni informace o laboratori

3.1 Identifikace laboratore, duleZité idaje a kontakty

3.1.1 Identifikace pracovisté, zakladni idaje

Nézev: Ustav klinické imunologie a alergologie
Fakultni nemocnice a Lékaiska fakulta UK
Hradec Kralové

Identifikadni Gidaje: IC 00179 906
ICZ 61 004 000

Adresa: Sokolska 581
Hradec Kralové
500 05
budova ¢.17

Reditel nemocnice: MUDr. Ales Herman, PhD.

Piednosta UKIA: prof. RNDr. Ctirad Andrys, PhD.
e — mail: ctirad.andrys@fnhk.cz
telefon: 49 583 2836

Zastupce prednosty: doc. MUDr. Pavlina Kralickova, PhD.
e — mail: pavlina.kralickova@fnhk.cz
telefon: 49 583 2673

Vrchni laborantka: Hana Kotlandova
e — mail: hana.kotlandova@fnhk.cz
telefon: 49 583 2697

3.1.2 Identifikace laboratore, zakladni idaje

Nézev: Ustav klinické imunologie a alergologie
Laboratorni diagnostika
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Identifika¢ni Gdaje:

Sekretariat UKIA:
telefon: 49 583 3454

Webové stranky:

Kontakty:

Vedouci laboratore:

Zastupce vedouciho:

Fakultni nemocnice a Lékaiska fakulta UK
Hradec Kralové

IC 00 179 906
ICZ 61 004 806 odbornost; 813

fax UKIA: 49 583 2015

www.fnhk.cz/ukia

Mgr. Vladimira Rezacova, PhD.
e — mail: vladimira.rezacova@fnhk.cz
telefon: 49 583 2270

a) usek humoralni diagnostiky RNDr. Katefina Koptivova, PhD.

e — mail: katerina.koprivova@fnhk.cz
telefon: 49 583 3260

b) usek bunecné diagnostiky Mgr. Karolina Jankovic¢ova, PhD.

Usekova laborantka:

e — mail: karolina.jankovicova@fnhk.cz
telefon: 49 583 3260

a) usek humoralni diagnostiky Bc. Anna Miholova

e — mail: anna.miholova@fnhk.cz
telefon: 49 583 2569

b) usek bunécné diagnostiky Renata Kuderova

Prijem materialu:

Manazer kvality:

e — mail: renata.kuderova@fnhk.cz
telefon: 49 583 3404

Svétlana Ordeltova
E — mail: svetlana.ordeltova@fnhk.cz
telefon: 49 583 2607

Ing. Lenka BakeSova
e — mail: lenka.bakesova@fnhk.cz
telefon: 49 583 3532
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3.2 Zaméreni laboratore

Laboratot UKIA provadi zékladni i specializovana imunologicka vysetfeni z krve, stolice,
BAL, mozkomisniho moku a ejakuldtu na useku humoralni diagnostiky, krve, BAL, vypotkd,
kostni dfené, mozkomiS$niho moku, ecjakulatu a tkani na useku bunétné diagnostiky.
V pozadovaném rozsahu zajistuje i konzulta¢ni ¢innost.

Pracovisté¢ se pravidelné zuacastiiuje ve vSech dostupnych parametrech systémt externi
kontroly kvality organizovanych v CR (SEKK, SZU) a je zapojeno do mezinarodniho
systému kvality INSTAND, SRN.

Pracovnici laboratofe pisobi jako supervizoifi kontrolnich cykld v oblasti autoimunity,
proteind, potravinovych intoleranci a imunofenotypizace v systému mezilaboratorniho
porovnavani SEKK.

Spektrum nabizenych sluzeb

Nase laboratot zajist'uje laboratorni vysetfeni v nize uvedeném rozsahu a frekvenci (odst. 5 —
Piehled provadénych vySetfeni), provadi konzultaéni cinnost v oblasti vySetieni oboru
klinické imunologie a alergologie, distribuci vysledkl, na zakladé pozadavkl i distribuci
odbé&rového materialu pro jina pracovisté ve FN a spadové oblasti. Laboratoi UKIA zajistuje
vhodné zpracovani dat v laboratornim informa¢nim systému Open LIMS firmy STAPRO,
umoznujicim bezpecny ptistup k datlim.

Moznost odbérti na UKIA

Nase pracovisté ve spolupraci s nasi ambulanci zajist'uje odbér krve v misté laboratote, pokud
je pacient vybaven fadné vyplnénou pritvodkou (Zadankou). Takto 1ze odebrat pouze dospéclé
pacienty. Tento zpisob odbéru je zvlast vhodny pro stanoveni parametrti bunééné imunity,
komplementu a ECP. Je vhodny i pro pacienty ze vzdalenych lokalit.

Vysetieni cizich statnich ptislusnika

VySetieni se provadi na zaklad€ pozadavku ordinujiciho 1€kate. Pro vyplnéni zadanky a odbér
materidlu plati obecné zasady (viz. kapitola 6.1 ,,O0dbér biologického materidlu a doporuceny
odbérovy systém®), je vSak tfeba uvést, zda se jedna o europojisténce nebo jiného cizince.
UKIA fakturuje provedena vysetfeni prosttednictvim Odboru financi a analyz FN HK.

Vysetieni samoplétct

VySetieni se provadi na zakladé pozadavku ordinujiciho I¢kafe. Na zadance je potieba tuto
skutenost vyznacit a také uvést adresu, na kterou bude vySetfeni fakturovdno (adresa
pacienta samoplatce nebo I¢kare). Vysledky jsou vydany az po provedeni platby (obdrzeni
ptislusné ¢astky). Pro vysledek si mize samoplatce dojit 1 pfimo do laboratofe (s pritkazem
totoznosti). Potom je platba provedena na misté a samoplatce obdrzi vysledek vySetieni ihned.
Cena vysetieni je dana bodovou hodnotou v platném Seznamu vykont a aktuédlni cenou bodu.

Pozadavky na urgentni vySetieni (STATIM)

Vysetteni se provadi na zaklad¢ pozadavku ordinujiciho Iékafe. Na Zadance je nutno tuto
skutecnost vyznacit a uvést telefonni ¢islo, na které budou vysledky poZadovaného
vySetieni nahlaSeny.

Piehled vySetieni STATIM
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e  humoralni diagnostika:
1gG, IgA, IgM, C3, C4, CRP, ASLO, podtiidy IgG, podttidy IgA, RF, RPR (RRR),
TPHA
- vysledky téchto vysetteni jsou dostupné do 1,5 hodiny od pfijeti materialu

Ve zvlasté nutnych piipadech ohrozujicich zivot pacienta lze provést po telefonické
domluve i dalsi vySetfeni z nasi nabidky (ANCA, anti GBM, Aspergillus — prikaz
galaktomannanového antigenu). Vysledky jsou dostupné béhem 3 — 5 hodin po
obdrzeni materialu.

e bunécna diagnostika:
ke zpracovani materidlu u vétSiny metod dochazi ihned po jeho ptijmu; vysledky jsou
k dispozici ihned po interpretaci (viz. odstavec 5)

3.3 Organizace laboratore a jeji vnitini ¢lenéni

Ustav klinické imunologie a alergologie je sou¢asti Fakultni nemocnice v Hradci Krélové.
Sidli v budové €. 17. Samostatné oddé¢leni klinické imunologie a alergologie bylo ustaveno
v roce 1987. V roce 1998 byl zménén statut pracovisté a byl zfizen Ustav klinické imunologie
a alergologie LF UK a FN v Hradci Kralové.
Vedle laboratofi je soucasti UKIA ambulance (moZné odbéry materialu).
Laboratofe jsou roz¢lenény do dvou casti:

a) usek bunééné diagnostiky

b) usek humoralni diagnostiky

Denni provoz:
rutina, STATIM pondéli — patek 7 —15.30 hodin

pro STATIM vysetfeni jsou zajistény sluzby v rezimu 24/365;
tel. 607 802 634 — humoralni imunologie
tel. 607 802 628 — bunééna imunologie

Piijem materialu: pondéli —patek 7 — 15.30 hodin telefon: 49 583 2607

plati pro vSechna vysetfeni kromé specidlnich testli oznacenych dale,
kde je vhodné piijem materidlu pfedem domluvit telefonicky
vzhledem Kk naro¢nosti odbéru ¢i zpracovani vzorku

Po vzajemné dohodé€ s ordinujicim lékatem ptfednostné provadime vySetfeni pro pacienty
s ohroZenim zivota (STATIM), déle pak upfednostiiujeme vySetfeni t¢hotnych Zen, starych
nebo imobilnich osob, v ptipad€, kde urychlené vySetieni ma vyznam ekonomicky, urychluje
nebo usnadiiuje diagnosticky a lé¢ebny proces, pfi riziku infekce nebo z jinych zavaznych
divodu.

3.4 Systém kontroly kvality

Laboratot je vedena v Registru klinickych laboratofi NASKL. Obh4jila podminky pro Audit
R3 NASKL a ziskala osvéd¢eni o Auditu R3 NASKL. Laboratot disledné uplatiuje systém
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vnitini kontroly kvality a zasady spravné laboratorni prace v souladu s pozadavky normy
CSN EN ISO 15 189:2022 a managementu kvality Fakultni nemocnice v Hradci Kralové,
ktera sama je akreditovanym zdravotnickym zafizenim.

4. Pojmy a zkratky

Pojmy a definice:

méreni: soubor tkont, jejichZ cilem je stanovit hodnotu veli¢iny

presnost méreni: tésnost shody mezi vysledkem méfeni a spravnou hodnotou métené
veliiny

biologicky referen¢ni interval: specifikovany interval rozlozeni hodnot pievzaty
z biologického referencniho zakladniho souboru

varovny (kriticky interval): interval vysledkii laboratorniho vySetfeni majici za nasledek
varovani o kritické hodnoté zkousky, ktera signalizuje bezprostiedni riziko poSkozeni nebo
smrt pacienta

vySetieni: soubor tkont, jejichz cilem je stanoveni hodnot nebo charakteristika vlastnosti

doba odezvy: cas, ktery uplyne mezi dvéma specifikovanymi body v procesech pied
laboratornim vySetfenim, pfi vySetfeni a po vySetfeni

postupy predchazejici vySetieni: preanalyticka faze; kroky zacinajici v chronologickém
potadi pozadavkem lékate a zahrnujici Zadanku, ptipravu pacienta, odbér primarniho vzorku,
jeho skladovani a dopravu do laboratofe nebo v ramci laboratote a koncici zahajenim postupu
analytického vySetieni

postupy nasledujici po vySetfeni: postanalyticka faze; procesy, které néasleduji po vySetieni
vcetné systematického pfezkoumani, formatovani a interpretace, schvalovani ke zvefejnéni,
predkladani zprav a predavani vysledki a ulozeni vySetfenych vzorki

primarni vzorek: diskrétni ¢ast télni tekutiny, dechu, vlasi nebo tkdn¢ odebrand pro
laboratorni vySetteni, studii nebo analyzu jedné nebo vice veli¢in nebo vlastnosti, o kterych
1ze ptedpokladat, Ze reprezentuji celek

vzorek: jedna nebo vice ¢asti odebranych z primarniho vzorku

politika kvality: celkové zaméry a zaméfeni laboratoie ve vztahu ke kvalité oficialné
vyjadiené vrcholovym vedenim laboratoie

systétm managementu kvality: systtm managementu pro vedeni a fizeni organizace co se
tyka kvality
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Zkratky:
UKIA Ustav klinické imunologie a alergologie

FNHK Fakultni nemocnice Hradec Kralové
NASKL Nérodni autorizaéni stiedisko pro klinické laboratote
SEKK Spolecnost pro externi kontrolu kvality

SZU Statni zdravotni tstav

IF imunofluorescence

ELISA  enzymoimunoanalyza

LEIA luminiscen¢ni imunoanalyza
FEIA fluoroenzymoimunoanalyza
RID radialni imunodifuze

Odborné zkratky nasSich vySetfeni uvedené v tomto textu vysvétlime na pozadani.

5. Prehled provadénvch vySetreni

A. HUMORALNI IMUNITA

5.1 Autoprotilatky — systémova onemocnéni

5.1.1 Antinuklearni protilatky (ANF, ANA)

Metoda stanoveni: nepiima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Pomoci vySetfeni ANF Ize detekovat protilatky proti antigenim jadra buiikky (DNA, RNA,
histony, nukleoproteiny) a antigeniim cytoplazmy bunky (mitochondrie, skelet, mikrosomy,
lysozomy, peroxisomy, Golgiho aparat). Jejich stanoveni je dilezitym diagnostickym
stupném pii vyskytu klinickych znamek systémového imunopatologického onemocnéni
(jejich neptitomnost siln¢ zpochybnuje tuto diagnézu). Vysetfeni ANF slouzi k diagnostice a
monitorovani 1écby pfedev§im SLE, Sjogrenova syndromu, revmatoidni artritidy,
dermatomyositidy, polymyositidy, systémové sklerdzy. Falesné negativni vysledek mizeme
obdrzet pii uzivani kortikosteroidii. V nizkych titrech lze ANF protilatky nalézt 1 u
vaskulitidy, infekce, malignity, endokrinopatie, roztrousené skler6zy, chronického plicniho a
hematologického onemocnéni a hepatopatie. Pozitivni ANF lze detekovat také pii podavani
nékterych 1éku (acylpyrin, sedativa, antikoncepce, antibiotika apod.).

Oznaceni na Zadance: ANA IF (Zadanka ,,autoimunita“ a ,,reprodukce*)

VySetiovany material:

veno6zni srazliva krev nebo sérum, synovialni tekutina
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
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Pozitivni / negativni; vychazi ze zakladniho fedéni séra 1 : 40. Po domluvé Ize stanovit titr
protilatek (titracni fada je 1:40, 1:80, 1:160 atd.). U détskych pacientd se pouziva nizsi
screeningové fedéni séra (1:10, 1:20) v zavislosti na véku ditéte. V ptipadé pozitivniho
vysledku se uvadi nalezeny typ fluorescence (zrnita, homogenni, perinuklearni nukleolarni,
centromerova, slozky déliciho aparatu atd.). Mize existovat soucasné¢ i1 nckolik typt
fluorescence, vzajemné se mohou i piekryvat. Na vyzadani lze rovnéz provést i typizaci ANF,
tedy stanoveni izotypu protilatky (IgG, IgA, IgM). Pozitivita ve tfid¢ IgG a IgA je vétSinou
pfitomna u imunopatologickych stavl, pozitivita ve tfidé IgM u stavl postinfek¢nich.
Vyjimku tvoii ptipady détskych pacienti se SLE, kde dominujici IgM protilatky implikuji
mirnéjsi formu s lepsi prognozou a s méné zdvaznym postizenim ledvin a jinych organa. IgA
ANA koreluji s IgG. Ptinos jejich stanoveni pro diagnostiku je nepatrny.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
2x tydné podle poctu pacientii

Doporuceni:
V piipad¢ pozitivity ANF je vhodné doplnit vySetfeni o stanoveni protilatek proti
extrahovatelnym nukledrnim antigeniim (ENA).

5.1.2 Antinuklearni protilatky (ANA TOTAL)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Stanoveni je dalezitym diagnostickym stupném pii vyskytu klinickych znadmek systémového
onemocnéni. Pfi podezfeni na systémovy lupus erythematodes, Sjogreniv syndrom ci
systémovou sklerodermii jejich nepfitomnost siln€ zpochybmuje tuto diagnozu.

Oznaceni na zadance: ANA total — ELISA (zadanka ,,autoimunita® a ,,reprodukce*)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
negativni do 55 U/ml

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;i

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli
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5.1.3 Autoprotilatky proti nativni /dvouvlaknové/ DNA: imunofluorescence

Metoda stanoveni: nepiima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Pomoci vysetieni anti dsDNA lze detekovat heterogenni protilatky namifené proti rGznym
epitopim na molekule dvouvlaknové DNA. Vysetieni slouzi k diagnostice a monitorovani
1é¢by piedevsim systémového lupusu (SLE). U pacienti s pozitivitou téchto protilatek se
zpravidla vyvine nefritida. Test se vyznacuje vysokou specifitou. Siln¢ pozitivni ndlez je
typicky pro neléceny SLE, 1écba kortikoidy pozitivitu snizuje.

Oznaceni na zddance: anti dsSDNA IF (zddanka ,,autoimunita“)

Vysetrovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum, synovialni tekutina
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referencéni meze:

Pozitivni / negativni; vychdzi ze zdkladniho fedéni séra 1:10, na vyzadani lze stanovit 1 titr
protilatek. U détskych pacientd se provadi vySetfeni z niz§iho screeningového ftedéni
Vv zavislosti na véku ditéte.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1 - 2x tydné podle poctu pacientl

Doporuceni:
V ptipad€ pozitivity je mozné konfirmovat vySetfeni metodou ELISA, kterd hladinu

protilatek detekuje kvantitativng, vySetfenim protilatek proti nukleosomim, ptipadné
protilatek proti jednovlaknové (denaturované) DNA a histontim.

5.1.4 Autoprotilatky proti nativni /dvouvlaknové/ DNA: ELISA

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Pomoci vysSetfeni anti dsDNA lze detekovat heterogenni protilatky namifené proti rliznym
epitopim na molekule dvouvlaknové DNA. Vysetieni slouzi k diagnostice a monitorovani
1écby predev§im systémového lupusu (SLE). U pacientl s pozitivitou téchto protilatek se
zpravidla vyvine nefritida. Siln€ pozitivni nalez je typicky pro neléceny SLE, 1écba kortikoidy
pozitivitu snizuje. Test se vyznacuje vysokou senzitivitou a niz$i specifitou, zachyti i
protilatky s nizkou aviditou.

Protilatky stanovené metodou ELISA se mohou v nizkych koncentracich nachazet u mnoha
imunopatologickych onemocnéni. Vysetieni je vhodné k monitorovani terapie SLE
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Oznaceni na zddance: anti dSDNA ELISA (zddanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
negativni < 100 1U/ml
pozitivni > 100 IU/ml

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientd

Doporuceni:

V ptipadé pozitivity je vhodné potvrdit vysetieni metodou fluorescenéni, ktera odlisi
pozitivitu protilatek s vysokou aviditou od protilatek s nizkou aviditou, vySetfenim protilatek
proti nukleosomlim, piipadné protilaitek proti jednovldknové (denaturované) DNA a
histonim. Na pozadani mozno stanovit titr protilatek.

5.1.5 Protilatky proti DFS70

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Cilovym antigenem pro DFS70/LEDGF protilatky je jaderny transkripéni koaktivator p75
nebo LEDGF (lens epithelium growth factor)DNA vazajici protein, ktery podporuje rast
bunék a jejich rezistenci k bunécné smrti indukované environmentalnimi vlivy (tepelny Sok,
oxidativni stres, apod.). Ve zvySené mife pievladaji u osob bez znamek systémovych
autoimunitnich onemocnéni a s ANA asociovanych revmatickych chorob. S nizkou frekvenci
se vyskytuji paraleln€ s dalSimi autoprotilatkami u pacientl s rliznymi zanétlivymi stavy,
autoimunitnim onemocnénim a malignitami.

Pfitomnost anti-DFS70 byla doposud prokazana napf. u pacientl s intersticialni cystitidou,
pacientd s atopickou dermatitidou, zdravych lidi a pacientdl bez znamek systémového
onemocnéni, pacient s rakovinou prostaty, détskych pacienti — juvenilni lokalizovana
sklerodermie, juvenilni dermatomyozitida, détsky SLE, difuzni kozni systémova skleroza,
celiakie a juvenilni idiopaticka artritida, pacientli s trombofilii.

Oznaceni na zaddance: anti DFS70 ELISA (z4ddanka ,,autoimunita‘)

Vysetiovany material:

vendzni srazliva krev nebo sérum; vendzni nesrazliva krev nebo plazma
Odbér a transport materidlu:

Viz. kapitola 6.1.1
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Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni/negativni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 3 tydny podle poctu pacientli

5.1.6 Autoprotilatky proti denaturované /jednovlaknové/ DNA

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Protilatky proti ssDNA se vyskytuji u tfady imunopatologickych onemocnéni jako je
systémovy lupus (SLE), systémova skleréza, revmatoidni artritida, dermatomyositida,
polymyositida, dale pak u pacientli s mononukle6zou, hepatitidou a u riznych forem
leukémie. Vyskyt anti ssDNA je typicky pro SLE indukovaného léky. Nalez téchto protilatek
je Casto provazen protilatkami proti histonlim.

Oznaceni na zaddance: anti ssDNA ELISA (Z4danka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
negativni do 20 [U/ml

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuyi

Provadi se:
1x za mésic podle poctu pacientli

Doporuceni:
Vysetieni je vhodné doplnit o stanoveni protilatek proti histonim a dsDNA, event.

nukleozomum

5.1.7 Autoprotilatky proti nukleosomum

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:
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Nukleosomalni autoprotilatky se objevuji velmi ¢asné, jeSté pred tim, nez se objevi protilatky
proti DNA a histonim. Titr téchto protilatek koreluje s vaznosti a aktivitou systémového
lupusu a jejich vyskyt je asociovan s lupusovou nefritidou

Oznaceni na zddance: anti nukleosomy (zaddanka ,,autoimunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Stanoveni se provadi ve tridé IgG.
Normalni hodnoty jsou v rozmezi od 0 do 20 RU/ml.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientd

5.1.8 Autoprotilatky proti histoniam

Metoda stanoveni: imunoblot

Vyznam stanoveni:

Protilatky proti histonim piedstavuji sérologicky marker SLE s pozitivitou u 20 — 50%
pacientld. NejcCastéji se tyto protildky vyskytuji pfedev§im u léky indukovaného lupusu
(lupusové nefritidy), ale i u primarni biliarni cirhdozy, chronické juvenilni artritidy,
revmatoidni artritidy, aj. VétSina téchto protilatek u SLE indukovaného 1éky ma ptrechodny
charakter a Casto mizi béhem nckolika mésicli po vysazeni indukujiciho 1€ku.

Oznaceni na zaddance: anti histony (zddanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;i

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli
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5.1.9 Autoprotilatky proti extrahovatelnym nuklearnim anticenum (ENA): screen

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Test stanovuje protilatky proti smési jadernych proteinti. Tato smés obsahuje antigeny SS-
A/Ro, SS-B/La, Scl-70, Sm, Sm/RNP, Jo-1, centromera B. Vysetieni lze fadit k zakladnim
vysetienim autoprotilatek pfi podezieni na autoimunitni onemocnéni (systémova onemocnéni
pojiva, Sjogrentiv syndrom, SLE, systémova skler6za, dermatomyositida, polymyositida aj.).

Oznaceni na zaddance: ENA screen (zddanka ,,autoimunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;ji

Provadi se:

2 - 3x za tyden podle poctu pacientii

Doporuceni:

V piipad¢ pozitivity je vhodné doplnit vySetteni o ENA profil, které Vam upfesni nalez
stanovenim konkrétni autoprotilatky.

5.1.10 Autoprotilatky proti extrahovatelnvm nuklearnim anticenum (ENA): profil

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Test stanovuje autoprotilatky proti osmi konkrétnim antigentim:

Ro60/SS-A+R052/SS-A, SS — B/La, Sm, UIRNP, Scl — 70, Jo — 1, CENP A+CENP B,

anti Ro (SS/A): nalézaji se u pacient se Sjogrenovym syndromem a SLE (subakutni kutanni
SLE a neonatalni SLE). Byvaji pozitivni i u tzv. ANF pozitivnich nélezl. Pozitivita anti Ro je
Casto sdruZena s pozitivitou protilatek proti kardiolipinu. Pfi pozitivnim vysledku je vhodné u
zen ve fertilnim véku provést stanoveni protilatek proti Ro-52 kDa vzhledem k moznému
poskozeni plodu (kongenitalni srde¢ni A-V blok) v ptipadé gravidity.

anti La (SS/B): ¢asto se vyskytuji soucasné s SS/A protilatkami a kardiolipinem, nalézaji se u
pacientll se Sjogrenovym syndromem, SLE, ale i dalSich chorob, napi. PBC. U pacientt
S pozitivitou anti La se Casto vyviji postiZeni plic.

anti Sm, U1 — RNP a RNP: anti RNP (anti Smith)protilatky jsou namifeny proti smési
jadernych ribonukleoproteinti, které se dé€li na Sm a UI-RNP pomoci citlivosti na
ribonukleazu (Sm je rezistentni a Ul-RNP je rozkladana). Anti Sm je autoprotilatka
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specificka pro SLE, pfitomnost je asociovéana s postizenim ledvin, CNS, plic, perikarditidou a
odrazi aktivitu SLE. Vyskyt ve vysokych titrech je popisovan u Sharpova syndromu,
V nizkych titrech u ostatnich onemocnéni pojiva. Ul- RNP autoprotilatky jsou markerem pro
MCTD.

anti Scl-70: tyto protilatky se vyskytuji u systémové sklerdzy, jsou povazovany za nepiiznivy
prognosticky marker, protoze u vétSiny pacientli byva spojen s rychlou progresi choroby a
vyskytem difuzni formy systémové sklerozy.

anti Jo-1: toto vySetfeni je indikovano pifi podezieni na polymyositidu a dermatomyositidu a
k diferencialni diagnostice systémovych onemocnéni pojiva.

anti centromera: tyto protilatky se vyskytuji zejména u CREST syndromu a u pacientti s PBC.

Oznaceni na zddance: ENA profil (zddanka ,,autoimunita“)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referencéni meze:
Pozitivni / negativni pro jednotlivé antigeny.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1 - 2x za tyden podle poctu pacientil

5.1.11 Autoprotilatky proti extrahovatelnvm nuklearnim anticenum (ENA): imunoblot

Metoda stanoveni: imunoblot

Vyznam stanoveni:

VysSetfeni je vhodné u diagnosticky spornych piipadi a pfi sporném nalezu ANF a ENA
technikou ELISA. Je indikovdno pro diagnostiku systémovych onemocnéni pojiva. Test
stanovi protilatky proti témto antigenim: SS-A/Ro 60 a 52 kDa, SS-B/La, Sm B, Sm D, RNP
C, RNP A, RNP-70 kDa, Jo-1, CENP-B, Scl-70, ribosomalnimu P proteinu a histontim.

Oznaceni na zaddance: ENA blot (Zddanka ,,autoimunita®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni pro jednotlivé antigeny.
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Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacienti

5.1.12 Revmatoidni faktor: nefelometrie

Metoda stanoveni: nefelometrie

Vyznam stanoveni:

Toto stanoveni piedstavuje zakladni test pro stanoveni revmatoidnich faktort. Pozitivni
vysledky vySetfeni se vyskytuji predevSim u revmatoidni artritidy, systémovych
autoimunitnich onemocnéni, chronickych infekci, virové hepatitidy, infekéni mononukleozy a
nadorovych onemocnéni. Pro stanoveni izotypt je nutné pouzit metodu ELISA.

Oznaceni na zadance: RF — screen /nefelometrie/ (Zadanka ,,autoimunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Normalni hodnota je do 20 [U/ml.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;ji

Provadi se:
do jedné hodiny po obdrzeni pozadavku

5.1.13 Revmatoidni faktor: ve tridach IsG. IsA, IsM

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

RF ve tfid¢ IgG koreluje 1épe s aktivitou choroby nez IgM. Pozitivita ve tfid€ IgA signalizuje
jednak vazngjsi kloubni postizeni a vyskytuje se také u agresivnéjSich forem RA
s mimokloubnimi komplikacemi. VySetfeni je tedy indikovdno pro detekci skrytych
revmatoidnich faktord u séronegativni RA a pro monitorovani aktivity RA. Je tfeba také brat
v uvahu vE€k pacienta. U pacientl star§ich nez 60 let se mohou revmatoidni faktory vyskytovat
az u 25% ptipadii bez klinickych zndmek onemocnéni.

Oznaceni na zddance: RF - IgG, IgA, IgM (z4ddanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

Tento dokument je vlastnictvim FNHK a jeho Sifeni mimo organizaci v jakékoliv formé bez souhlasu
schvalovatele je zakazano. Kazdy zaméstnanec odpovida za to, Ze pracuje s platnou verzi dokumentu.
Porizené kopie jsou pouze informativni!

Laboratorni ptirucka verze 11 _ platnost od 10.4.2024 Strana 22 z 130




Ustav klinické imunologie a alergologie
Fakultni nemocnice Hradec Kralové

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:
Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referen¢ni meze:
Pro vSechny tfidy imunoglobulini plati:
negativni  do 20 IU/ml

pozitivni  nad 20 IU/ml

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacienti

5.1.14 Autoprotilatky proti cyklickému citrulinovanému peptidu (CCP)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Jako CCP se oznacuji cyklické peptidové molekuly obsahujici aminokyselinu citrulin. CCP je
cilovou molekulou pro antiperinuklearni faktor (APF). APF neni v sou¢asnosti pro pracnost a
obtiznou reprodukovatelnost stanoveni pouzivan. Protilatky proti CCP jsou nepostradatelnym
markerem v diagnostice revmatoidni artritidy. Specifita tohoto stanoveni je 97% a senzitivita
70%. Nemocni s RA s pritomnosti téchto autoprotilatek jsou postizeni rozsahlym erozivnim
poskozenim kloubt. Protilatky proti CCP se mohou objevit 1 n€kolik let pfed objevenim se
klinickych ptiznakii a mohou tak slouzit ke v€asnému stanoveni diagnézy a zahajeni 1écby.
Béhem uspésné 1écby dochdzi k poklesu hladiny anti CCP protilatek. FaleSné€ pozitivni nélezy
se vyskytuji u nemocnych se SLE, SS, CAH. Nejvétsi vyznam tedy spociva v konfirmaci
diagnoézy u séronegativni RA a v monitorovani 1écby.

Oznaceni na zaddance: anti CCP (zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
negativni <25 1U/ml
pozitivni > 25 1U/ml

Pacienti, kterym byla naméfena hodnota autoprotilatek proti CCP 25 — 50 IU/ml, jsou slabé
pozitivni a u nich se doporucuje opakovat vySetieni s casovym odstupem.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;i

Tento dokument je vlastnictvim FNHK a jeho Sifeni mimo organizaci v jakékoliv formé bez souhlasu
schvalovatele je zakazano. Kazdy zaméstnanec odpovida za to, Ze pracuje s platnou verzi dokumentu.
Porizené kopie jsou pouze informativni!

Laboratorni ptirucka verze 11 _ platnost od 10.4.2024 Strana 23z 130




Ustav klinické imunologie a alergologie
Fakultni nemocnice Hradec Kralové

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacienti

5.1.15 Autoprotilatky proti fosfolipidim: screen

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Antifosfolipidové protilatky zahrnuji velkou skupinu protilatek, které byvaji spojovany
s komplikacemi v ¢asné gravidité a trombozou. Pfitomnost vysokych hladin téchto protilatek
muze ovlivnit normalni fertilizaci tim, Ze se tyto protilatky navéazi na fosfolipidy ovarialni
tkan¢ tak, ze zabrafnuji vytvoreni a uvolnéni funkéniho oocytu. Vlastni fertilizacni proces
muze byt ovlivnén 1 piimymi vazbami antifosfolipidovych protildtek na povrchové
komponenty oocytu a spermie.

Dale antifosfolipidové protilatky, které se tvoti v komplexu s kofaktory (beta-2 glykoprotein
I), nachazime v souvislosti s antifosfolipidovym syndromem, trombo6zou, trombocytopenii,
SLE a jinymi systémovymi autoimunitnimi onemocnénimi. Antifosfolipidové protilatky, které
se tvofi proti samotnym fosfolipidim bez ptitomnosti kofaktoru, doprovazi fadu infekénich
(syfilis, EBV aj.) a onkologickych onemocnéni. Vyskytuji se také po mozkové piihodé¢ a
infarktu myokardu.

Oznaceni na zadance: anti fosfolipidy — screen (Zadanka ,,autoimunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pro tfidy IgG a IgM plati:

negativni <12 IU/ml
hrani¢ni 12 - 18 IU/ml
pozitivni > 18 IU/ml

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacienti

Doporuceni:
Vv ptipad¢€ pozitivity vysetfit profil (kardiolipin, B2 — glykoprotein |, fosfatidylethanolamin,
fosfatidylinositol, fosfatidylserin, fosfatidylcholin a sphingomyelin)
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5.1.16 Autoprotilatky proti fosfolipidium: profil

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:
Viz.5.1.18
Oznaceni na zadance: anti fosfolipidy — profil (zadanka ,,autoimunita“ a ,,reprodukce*)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Stanovuji se protilatky proti kardiolipinu, B2 — glykoproteinu I, fosfatidylethanolaminu,
fosfatidylinositolu, fosfatidylserinu, fosfatidylcholinu a sphingomyelinu, provadi se pro IgG
a IgM tfidy imunoglobulini.

Pro ob¢ tfidy plati: stanovuje se index protilatek
Negativni <0.8

Hrani¢ni <12

Pozitivni >1.2

Omezeni a interference:

hemolyza ani lipemie neinterferu;ji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.1.17 Autoprotilatky proti kardiolipinu (ACLA, ACA); 1¢G, IgM

Metoda stanoveni: ELISA

Vvyznam stanoveni:
Viz.5.1.18

Oznaceni na zaddance: anti kardiolipin (z4danka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

IgG IigM
negativni do 10 GPL 1U/ml do 7 MPL 1U/ml
pozitivni nad 10 GPL IU/ml nad 7 MPL 1U/ml
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Omezeni a interference:

hemolyza ani lipemie neinterferuji
Provadi se:

1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.1.18 Autoprotilatky proti B2 glykoproteinu I; 1gG, IgM

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:
Viz.5.1.18

Oznaceni na zadance: anti beta-2-glykoprotein (Zadanka ,,autoimunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pro ob¢ tfidy imunoglobulinti jsou normalni hodnoty 0 — 8 1U/ml.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;ji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.1.19 Protilatky proti protrombinu

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Protilatky proti protrombinu patii ke skupiné antifosfolipidovych protilatek. Pfitomnost téchto
protilatek je spojena s klinickymi pfiznaky tzv. antifosfolipidového syndromu (APS). Studie
prokézaly korelaci mezi témito protilatkami a zvySenym rizikem trombdzy, trombocytopenie
a spontannich abortl (jako nasledkl placentarni infarktizace). Protrombinové protilatky jsou
dilezitym markerem vySetfovanym pii opakovanych spontannich abortech v reprodukéni
imunologii.

Protilatky namitené proti komplexu protrombinu a fosfatidylserinu souviseji s druhou velkou
skupinou klinickych ptiznakl spojenych s APS — vendzni a arterialni trombo6zou.

Oznaceni na Zadance: anti protrombin (Zadanka ,,autoimunita“ a ,,reprodukce*)

VySetfovany material:
venozni srazliva krev nebo sérum, likvor
Odbér a transport materialu:
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Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni, referenéni meze:
Pro tiidy IgG a IgM plati:

negativni <10 IU/ml
pozitivni > 10 IU/ml

Omezeni a interference:
hemolyticka a lipemicka séra nejsou pro vysSetfeni vhodna

Provadi se:
2x za mésic podle poctu pacientli

5.1.20 Protilatky proti annexinu

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Annexin V je protein hojné zastoupeny ve sténach umbilikalnich cév a placenté, jeho
plazmatickd koncentrace je ale nizka. Jeho hlavni funkci je inhibice koagulacnich reakci
zavislych na fosfolipidech. Annexin V plsobi jako kompetitivni inhibitor pifi vazbé
koagulacnich faktori na fosfatidylserin exprimovany na membrané syncytiotrofoblastu.
Formuje zde jakysi antitromboticky §tit a hraje tak vyznamnou roli pfi udrzovani normalni
funkce placenty.

Protilatky proti annexinu V u pacientek s antifosfolipidovym syndromem jsou proto
spojovany se vznikem placentarnich tromb6z a s apoptézou syncytiotrofoblastu. Predpoklada
se, ze by tyto protilatky mohly mit i vyznamny vliv na rist plodu v téle matky v souvislosti se
spravnou funkci placenty a mohly by hrat ddleZitou roli pfi opakovanych spontdnnich
potratech.

Oznaceni na zaddance: anti annexin (Zadanka ,,autoimunita® a ,,reprodukce®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni, referencni meze:
Pro obé¢ tfidy imunoglobulinii plati hodnoty:

negativni <5 [U/ml
hrani¢ni  5-—8 IU/ml
pozitivni <8 [U/ml

Omezeni a interference:
hemolyticka a lipemické séra nejsou pro vySetfeni vhodna
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Provadi se:
2x za mesic podle poctu pacientl

5.1.21 Autoprotilatky proti antisenim cytoplazmatickych granuli neutrofilnich
granulocytia (ANCA); imunofluorescence

Metoda stanoveni: nepiima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

ANCA protilatky ptedstavuji skupinu protilatek namifenych proti komponentam
cytoplazmatickych granuli neutrofilnich granulocyti a monocyti. Mala mnozstvi
granularnich antigenti se pii aktivaci bun€k mohou dostdvat na bunéény povrch a indukuji tak
imunopatologickou zanétlivou reakci. Tyto protilatky se vyskytuji u vaskulitidy,
glomerulonefritidy, imunokomplexovych onemocnéni, zadnétlivych sttevnich onemocnéni a u
jinych autoimunitnich chorob.

U pozitivniho fluorescencniho nélezu existuji dva typy riznych obrazt: c-ANCA a p-ANCA
(viz.dale).

c-ANCA protilatky jsou hlavnim laboratornim markerem pro Wegenerovu granulomatdzu.
Neékdy Ize u téchto pacientl prokdzat oba typy protilatek, jejich hladina kolisa v zavislosti na
stupni postizeni a aktivit¢ choroby.

p-ANCA protilatky jsou diagnostickym markerem pro rtizné druhy glomerulonefritidy,
vaskulitidy, a Goodpastureova syndromu. Jsou piitomny i u dal§ich autoimunitnich
onemocnéni (cistickd fibroza, revmatoidni artritida, chronicka aktivni hepatitida, SLE,
Crohnova choroba aj.). Pod obrazem p-ANCA se vSak mohou objevit i protilatky proti
laktoferinu, katepsinu, lysozymu, elastdze nebo BPI. Méné Casto se vyskytuje tzv. atypicky
fluorescencni obraz nebo tzv. GS — ANA (protilatky proti laminiim jader neutrofild).

Oznaceni na zddance: ANCA screen IF (Zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni
U pozitivniho fluorescen¢niho nalezu rozliSujeme dva zakladni obrazy:

p-ANCA perinukledrni (protilatky predev§im proti myeloperoxidaze, ale 1 dalSim
enzymilm obsaZenych v azurofilnich granulech)
c-ANCA cytoplazmatické (protilatky proti proteinaze 3)

popt. a-ANCA (atypickd), GS — ANA (granulocyt specifickd ANA)

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji
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Provadi se:
2x za tyden podle poctu pacientl

Doporuceni:

Pti atypickém obraze a pro potvrzeni pozitivity je tfeba konfirmovat vysledek pomoci ELISA
metody. Aby se vyloucila ptipadna pozitivita zptisobena ANF protilatkami, doporucujeme pti
vysetfeni ANCA provadét soucasné i vySetfeni ANF.

5.1.22 Autoprotilatky proti antisenum cytoplazmatickych granuli neutrofilnich
sranulocytii (ANCA); /MPO., PR-3/ ELISA

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:
Viz.5.1.24

Oznaceni na zadance: MPO ELISA, PR-3 ELISA (zadanka ,,autoimunita®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
(myeloperoxidaza, proteinaza 3)
negativni <15 IU/ml
pozitivni > 15 1IU/mi

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:

1x za tyden podle poctu pacientli

Doporuceni:

VySetfeni na atypické antigeny je tfeba si zvlast' vyzadat zaSkrtnutim policka na zadance
»ANCA typizace (dalsi antigeny)“. Vysledky jsou udavany v kvalitativni podob¢ pozitivni /
negativni.

5.1.23 Autoprotilatky proti anticenum cytoplazmatickvch granuli neutrofilnich
oranulocytu (ANCA); /profil/ ELISA

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:
Viz.5.1.24
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Dal$imi antigeny zjisStovanymi touto metodou jsou elastaza, katepsin G, laktoferin, BPI a opét

MPO a PR-3.

Zvysené koncentrace uvedenych antigeni mohou provazet tyto nemoci:

elastaza zanétlivé revmatoidni onemocnéni (revmatoidni artritida a vaskulitida

katepsin G kolagenodzy a dalsi pfibuzna zanétliva revmatoidni onemocnéni (SLE,
Sjogrenuv syndrom, Feltyho syndrom)

laktoferin revmatoidni vaskulitida, ulcer6zni kolitida, primarni sklerotizujici cholangitida

BPI chronické infek¢ni stievni onemocnéni (Crohnova choroba, ulcer6zni kolitida)

MPO vaskulitidy malych a stiednich cév, glomerulonefritidy, nodézni polyartritidy,
SLE, revmatoidni artritida a Churg — Strausstiv syndrom

PR3 Wegenerova granulomatdza (nekrotizujici granulomatozni vaskulitida)

Oznaceni na zadance: ANCA typizace (zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Vysledky jsou udavany v kvalitativni podobé€ — pozitivni / negativni.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;ji

Provadi se:
1x za tyden podle poctu pacientl a vV rezimu ,,statim*

5.1.24 Protilatky proti Saccharomyces cerevisiae (ASCA); 109G, IgA

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Protilatky proti fosfopeptidomannanu kvasinek rodu Saccharomyces cerevisiae jsou
parametrem vyuZitelnym v diferencidlni diagnostice nespecifickych stfevnich zanéti (IBD).
Ptitomnost téchto protilatek je Casto asociovdna s Crohnovou chorobou. Pro diferencovani
mezi Crohnovou chorobou (CD) a ulcerdzni kolitidou (UC) je vhodné pouzit kombinaci testil
ASCA a ANCA. Pro CD jsou typické vysoké hladiny ASCA protilatek a negativni nebo slabé
pozitivni ANCA. U ulcer6zni kolitidy je tomu naopak. Pozitivni ASCA a sou¢asné negativni
ANCA se vyskytuje Casto u fibrostenické a perforujici CD a koreluje 1 s Cetnosti nutnych
chirurgickych zasahii. Tato kombinace testl je vyuzitelnd i pro monitorovani 1écby.

Oznaceni na Zadance: ASCA IgG, IgA (zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1
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Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

G IgA
negativni do 15 IU/ml do 15 IU/ml
pozitivni nad 15 1U/ml nad 15 1U/ml

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.1.25 Autoprotilatky proti imunoglobulinu A (anti IgA)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Anafylaktoidni reakce indukovana IgG anti-IgA protilatkami muiZe nastat u jedinct s IgA
deficitem. Vyskyt deficitu IgA je v populaci dosti Casty. Jeho Cetnost dosahuje téméi 1:400.
Tvorba imunokomplexti protilatek (IgG anti-lgA) santigenem (IgA) vede k aktivaci
komplementu. Anafylaktoidni reakce, pii niz se uvoliluji vasoaktivni anafylatoxiny (C3a,
C4a, C5a), je zavaznou komplikaci pfi transfiizich nebo pii substituéni 1écbé. Anafylaktoidni
reakce je podobné¢ jako reakce anafylaktickd provazena koptivkou, hypotenzi, duSnosti
s bronchospasmem nebo stridorem.

Anti-IgA protilatky se vyskytuji u pacientti s neméftitelnymi hladinami IgA. U pacientt s IgA
deficitem nebo b&znou variabilni imunodeficienci (CVID) jsou anti-IgA protilatky pfitomny
ptiblizn¢ v 10%. Byla prokézana pfi¢inna souvislost IgG anti-IgA protilatek s rozvojem
anafylaktoidnich reakei, zejména pfi jejich prikazu ve vyssich koncentracich.

Pacienti s deficitem IgA, ktefi potfebuji krevni transfizi nebo subsituci krevnich derivati, by
méli obdrZet IgA negativni krevni komponenty nebo by méla byt provedena autotransfiize. U
pacientdl vyzadujicich tuto 1é¢bu by mélo byt pfedem provedeno vySetieni anti-IgA protilatek.
V ptipadé probehlé anafylaktoidni reakce je u daného pacienta po reakci doporuceno provést
vySetieni s odstupem nejméné deseti dni (ndstup tvorby protilatek). Jestlize se vyskytne
anafylaktoidni reakce pfi intravendzni gamaglobulinové 1é€beé (IVIG) za pritomnosti anti-IgA
protilatek, miize ptipadat do tvahy alternativni subkutanni substitu¢ni imunoglobulinova
terapie (SCIG).

Oznaceni na Zadance: anti IgA (zadanka ,,sérové proteiny*)

Vysetiovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum; vendzni nesrazliva krev nebo plazma

Odbér a transport materidlu:

sklo nebo plast bez upravy; plast s nesrazlivym ¢inidlem (heparin, citrat nebo EDTA)
Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
negativni < 12,5 1U/ml
pozitivni > 12,5 TU/ml
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Omezeni a interference:
Hemolyticka, lipemické séra a séra s vysokym obsahem bilirubinu mohou poskytnout chybné
vysledky.

Provadi se:
1 — 2x za mésic podle poctu pacientti

5.1.26 Cirkulujici imunokomplexy (CIK)

Metoda stanoveni: precipitace polyetylenglykolem a turbidimetrie

Vyznam stanoveni:

Stanoveni detekuje vétsi cirkulujici imunokomplexy, které se tvoii v pfitomnosti nadbytku
protilatky. CIK mohou byt pfitomny u riznych infekénich (pfedevSim bakterialnich)
onemocnéni. Vyssi hodnoty CIK jsou pfitomny u onemocnéni, kterd doprovazeji poskozeni
tkani v disledku ukladdni imunokomplextt (SLE, rGzna dal$i systémovd onemocnéni,
revmatoidni artritida, glomerulonefritida, vaskulitida). Pro aktivitu chorobného procesu je
rozhodujici pfitomnost imunokomplexi, které se deponovaly v cévni stén¢ a tim umoznily
rozvoj cévniho poskozeni. Metoda je nespecifickd a kromé cirkulujicich imunokomplexti
muze detekovat také ptitomnost dalSich patologickych proteinii, naptf. kryoglobuliny,
paraproteiny, defektni fibrinogen atd.

Oznaceni na zadance: CIK PEG (z&danka ,,sérové proteiny*)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Vysledky jsou uvadény v arbitrarnich jednotkdch dle absorbance. Za normaélnich lze
povazovat hodnoty do 50.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuyi

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

Doporuceni:
Zaroven se u imunokomplexovych onemocnéni doporucuje provést stanoveni hladin C3 a C4

sloZzek komplementu. Jejich pokles mize svédcit o ukladani imunokomplexti.

5.1.27 Cirkulujici imunokomplexy s vazbou na C1qg slozku komplementu (CIK — C1q)

Metoda stanoveni: ELISA
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Vyznam stanoveni:

viz. 5.1.29

Metoda prokazuje pouze skutecné cirkulujici imnokomplexy, tzn. komplexy obsahujici
antigeny (infek¢ni, autoantigeny aj.) a protilatky. Je zalozena na specifické vazbé
imunokomplext v testovaném séru na lidskou Clq podjednotku C1 slozky komplementu
zakotvenou na pevné fazi.

CIK — Clq jsou u normalni populace nalézany ziidka a to obvykle v dusledku infekce.
Hladiny CIK — C1q mohou byt také zvySeny po jidle.

Oznaceni na zddance: CIK C1q ELISA (zadanka ,,sérové proteiny*)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Normélni hodnoty jsou do 5 pg Eq/ml, za pozitivni jsou povazovany hodnoty nad
10,8 pg Eq/ml.

Omezeni a interference:

Je tfeba vzit v avahu, Ze séra mohou obsahovat latky interferujici se stanovenim, napf.
chelata¢ni Cinidla, DNA, autoprotilatky proti Clq, revmatoidni faktor nebo monomerni
imunoglobulin.

Provadi se:
1x za mésic podle poctu pacientli

Doporuceni:
WHO doporucuje tuto metodu jako specifickou pro prikaz CIK.

5.1.28 Autoprotilatky proti endotelialnim buiikam (AECA)

Metoda stanoveni: nepfima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Protilatky proti buitkam endotelu se vyskytuji u pacientli se zdnétlivym onemocnénim, napt. u
vaskulitid typu Wegenerovy granulomatosy, kde jsou zaznamenavany vysoké titry zejména
v akutni fazi tohoto onemocnéni. Dale jsou tyto protilatky nalézany u SLE nebo systémovych
chorob pojiva.

Existuje asociace mezi AECA protilaitkami IgG a systémovou sklerézou, primarni
sklerotizujici cholangiitidou, antifosfolipidovym syndromem, diabetem I. typu, ulcer6zni
kolitidou a Crohnovou chorobou. Jsou nalézdny u pacientii po transplantaci srdce a jsou
povazovany za indikator mozné rejekce. Jsou namifeny proti riznym antigentim.

Oznaceni na zaddance: anti endotel (zddanka ,,autoimunita‘)
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VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.1.29 Autoprotilatky — myositis (imunoblot)

Metoda stanoveni: imunoblot

Vyznam stanoveni:

Nedilnou soucasti diagnostickych kritérii zanétovych myopatii postihujicich svaly je
stanoveni protilatek proti antigenim Mi-2a, Mi-2p, TIF1y, MDAS, NXP2, SAEI, Ku, PM-
Scl100, PM-Scl75, Jo-1, SRP, PL-7, PL-12, EJ, OJ, ctN-1A, Ha, Ks, Zo. N¢které formy, napft.
polymyositida a dermatomyositida, jsou systémovéa onemocnéni, kterd se manifestuji i mimo
svaly. Nejvétsi vyznam je prikladan skupiné autoprotilatek namifenych proti tRNA
syntetdzdm. Typické je, ze u kazdého nemocného s myositidou jsou nalézany protilatky pouze
proti jednomu typu tRNA syntetazy.

Oznaceni na zaddance: myositis blot (Zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni pro jednotlivé antigeny

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientii

5.1.30 Autoprotilatky — cytoplazma (imunoblot)

Metoda stanoveni: imunoblot

Vvyznam stanoveni:
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Vysetetfeni je urceno ke stanoveni piitomnosti protilatek tiidy IgG proti antigenim AMA-
M2, M2-3E, ribosomal P-protein, Jo-1, SRP, PL-7, PL-12, EJ, OJ a Ro-52 v lidském séru
nebo plazmé. Lze ji vyuzit k typizaci autoprotilatek zodpovédnych za nékteré cytoplasmatické
obrazy, definované na zakladé nomenklatury ICAP (International Concensus on Antinuclear
Antibody (ANA) Patterns), které miizeme pozorovat pii vysetieni autoprotilaitek metodou
nepiimé fluorescence (IIFT) na Hep-2 bunkach.

Klinické relevance: jedna se o autoantigeny, které jsou vyznamnymi diagnostickymi markery
autoimunitnich onemocnéni, jako jsou napf. priméarni biliarni cirhoza, systémovy lupus
erythematodes, polymyositida ¢i dermatomyositida.

Oznaceni na zadance: cytoplazmatické antigeny - blot (zddanka ,,autoimunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni pro jednotlivé antigeny

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;ji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientti

5.1.31 Autoprotilatky — sklerodermie (imunoblot)

Metoda stanoveni: imunoblot

Vyznam stanoveni:

Vysetfeni je ur€eno ke kvalitativnimu stanoveni pfitomnosti 13 protilatek tfidy IgG proti
antigenim Scl-70, CENP A, CENP B, RP11 (RNAP-III), RP155 (RNAP-III), fibrillarin,
NOR-90, Th/To, PM-Scl 75, 100, Ku, PDGFR, Ro-52. Jejich vyskyt podporuje diagnézu SSc
(difizni 1 ohrani¢enou formu) a overlap syndromu. Potvrzeni pfitomnosti SSc specifickych
autoprotilatek je dileZitou soucasti sérologické diagnostiky SSc, vcetné Casného stanoveni
diagndzy, aktivity choroby, progndzy a monitorovani pruibéhu onemocnéni.

Scl-70 DNA topoisomeraza [

CENP AaCENPB Centromerové proteiny

Fibrilarin U-3 RNP

NOR 90 Organizér jadérka

Th/To 7-2-RNP/7-2-RNA proteinovy komplex

Pm-Scl Komplex antigent 11-16 polypeptidi, hlavni antigeny: PM-
Scl 100 a PM-Scl 75

Ku Soucast DNA dependentni proteinkinazy

PDGFR Plateled derivated growth factor receptor
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\ RNA Polymeraza III \ Jedna s eukaryotickych RNA polymeraz

Oznaceni na zadance: sklerodermie - blot (zadanka ,,autoimunita“)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referencni meze:
Pozitivni / negativni pro jednotlivé antigeny

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientd

5.1.32 Autoprotilatky proti gangliosidum a MAG

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Pfitomnost anti — MAG vizotypu IgM je spjata schronickou senzomotorickou
demyelinizujici periferni neuropatii, pii které zpocatku dominuji ptiznaky poSkozeni
senzitivnich a az pozdé¢ji motorickych nervii. Asi 50% pacientd s monoklonadlni gamapatii
IgM a s klinickymi projevy neuropatie vykazuje pozitivitu anti — MAG.

Detekce autoprotilatek proti gangliosidu GM1 ma klinicky vyznam pii diferencidlni
diagnostice perifernich neuropatii, zejména pro odliSeni amyotrofické lateralni sklerozy a
multifokélni motorické neuropatie, chorob projevujicich se progredujici asymetrickou
svalovou slabosti a atrofii. Vysoké titry anti GM1 jsou diagnostické pro multifokalni
motorickou neuropatii, onemocnéni pfiznivé ovlivnitelné imunomodulaéni terapii,
monitorovani hladiny protildtek m& vyznam pro kontrolu aktivity onemocnéni po nasazeni
terapie.

Anti-GM2 jsou typické pro GBS (AIDP) spojeny s infekci cytomegalovirem. Pozitivni mohou
byt i pacienti S akutni CMV bez ptiznakti GBS.

Anti-GD1a jsou typické pro axonalni formu GBS (AMAN, AMSAN), popsany byly u
pacient s GBS postizenych faryngo-cerviko-brachialnim syndromem

Anti-GD1b se vyskytuji u GBS s ataxii. Pfitomnost téchto protilatek byla popsana i u atonalni
formy GBS (AMAN, AMSAN) a u multifokalni motorické neuropatie

Anti-GQl1b ve tfidé IgG se vyskytuji u vice nez 90% pacientd s Miller-Fisherovym
syndromem. Hladiny rychle klesaji s Gstupem obtiZi. Jsou vysoce specifickym parametrem.

Oznaceni na Zadance: anti gangliosidy MAG (z&danka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:
venozni srazliva krev nebo sérum
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Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Vygettuji se protilatky proti ,, MAG*, GM1, GM2, GD1la, GD1b a GQ1b ve tidé IgG (IgM)

Vysledek Ratio (%)
negativni < 30%
Sedé zéna 30 — 50%
cut-off 50%
pozitivni > 50 — 100%
vysoce pozitivni > 100%

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientd

5.1.33 Protilatky proti neuronalnim antisenim (paraneoplastické protilatky)

Metoda stanoveni: imunoblot

Vyznam stanoveni:

Vysetieni je mozné provést pifi podezieni na paraneoplasticky neurologicky syndrom. Jako
paraneoplasticky syndrom je oznacovan komplex piiznakl u pacientli s tumorem, které neni
mozno vysvétlit lokdlnim S$ifenim nebo metastatickym rozsevem nadoru nebo tvorbou
hormont vlastnich pro tkan, ze které vyrasta. Odhaduje se, ze se vyskytuje u asi 15 - 20 %
vSech pacientli se zhoubnym nadorem. Paraneoplasticky syndrom se miZe manifestovat
Sirokou Skalou systémovych projevil spojenych s neoplazii, ke kterym mohou patfit klinické
pfiznaky 1 laboratorni abnormality. Paraneoplasticky syndrom neni vzacny, avSak rozvine se u
mensiny pacientll s naddorem. Jeho vyznam spociva v tom, ze muze byt prvnim projevem
zhoubného bujeni umozZiujicim jeho ¢asnou detekci, mize byt pouZit jako nadorovy marker a
stejné tak mize nékdy ukazovat na metastatické onemocnéni.

V souvislosti s paraneoplastickymi syndromy centralni nervové soustavy, v souvislosti
s neurologickymi projevy, byly popsany diagnosticky vyznamné autoprotilatky proti
neuronalnim antigenim. Tyto protilatky jsou prokazovany v séru u vyznamného podilu (az
36%) pacientli s paraneoplastickymi neurologickymi projevy.

Vyskyt téchto protilatek:
Hu, Ri, Yo, CV2, PNMAZ2, amphiphysin, recoverin, SOX1, titin, Zic4, GAD65, Tr(DNER)

e Anti — Hu (ANNAI1; protilatky proti jadru neuronui): u paraneoplastickych
encefalomyelitid a neuropatii u malobunééného plicniho karcinomu, neuroblastomu,
adenokarcinomu prostaty a sarkomu

e Anti — Ri (ANNA2): podobn¢ jako u anti-Hu u paraneoplastickych syndromu
malobunééného plicniho karcinomu a karcinomu prsu
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Anti — Yo (PCA-1; protilatky proti cytoplazmé Purkynovych bunék): u
paraneoplastickych syndromu pii karcinomu ovarii a prsu

Anti — CV2: u malobunééného plicniho karcinomu a thymomu

Anti — PNMAZ2: u seminomu a karcinomu plic

Anti — amphiphysin: u karcinomu prsu a u malobunééného plicniho karcinomu

Anti - recoverin: U tumorové asociované retinopatic, PNS ve spojeni
s malobunécnym plicnim karcinomem

Anti - SOX1: u myastenického syndromu Lambert-Eaton, paraneoplastické
degenerace mozecku, u paraneoplastické i neparaneoplastické neuropatie

Anti — titin: u myastenia gravis spolu s protilatkami proti acetylcholinovym
receptortim, u tymomu

Oznaceni na zddance: anti neuronalni protilatky (zadanka ,,autoimunita“)

VySetfovany material:

vendzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Pozitivni/negativni jednotlivé protilatky

Omezeni a interference:

hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 3 tydny podle poctu pacientd

5.1.34 Protilatky proti myokardu

Metoda stanoveni: nepfima imunofluorescence

Vvyznam stanoveni:

Zanétlivé onemocnéni srde¢niho svalu je definovano jako poskozeni srde¢niho svalu

Mrve

(myokardu) zanétem na podklad€ infekénich nebo neinfekénich pfi€in. Infekéni pficiny
zahrnuji vlastni infekcei, ale také infekénim agens navozenou imunitni odpovéd'.

Protilatky se tedy vyskytuji u klinicky pomérné Siroké skupiny onemocnéni od akutni
myokarditidy po postinfekéni dilataéni kardiomyopatii. Casto reaguji zkiizené s protilatkami
proti pfi¢né pruhovanému svalu.

Oznaceni na zddance: anti myokard (zddanka ,,autoimunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1
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Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za mésic podle poctu pacientli

5.1.35 Protilatky proti pri¢né pruhovanému svalu

Metoda stanoveni: nepfima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Protilatky proti pfi¢né¢ pruhovanému (kosternimu) svalu se popisuji asi u 40 % ptipadd
myasthenie gravis a u nemocnych s polymyozitidou. Spole¢n¢ s AMA a ASMA nalézame
pozitivni protilatky rovnéZz u cetnych systémovych chorob (kolagen6zy, sarkoidosa, M.
Crohn, idiopaticka plicni fibréza, lymfomy).

Oznaceni na zaddance: anti pfi¢n¢ pruhovany sval (zddanka ,,autoimunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za mésic podle poctu pacientli

5.1.36 Protilatky proti acetylcholinovému receptoru

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Protilatky se wvySetfuji pfi podezieni na myasthenia gravis. Jednd se o autoimunitni
onemocnéni postihujici nervosvalovy pfenos. Znamena to, Ze je oslaben volni pohyb, ktery
vykonava pfiéné pruhované svalstvo. Okolo 65 % nemocnych ma patologické (chorobné)
zmény na thymu (brzliku), ve kterém jsou znamky folikularni hyperplasie, kdy autoreaktivni
T bunky produkuji autoprotilatky proti nikotinovym acetylcholinovym receptorim (Ab proti
AChR) na postsynaptické membrané nervosvalové ploténky.

Receptory na povrchu svalovych bunék za normaélnich okolnosti pfijimaji chemicky signél
pfenaSeny z nervového zakonceni, béhem onemocnéni dochazi k zablokovéani receptorti
patologickymi protilatkami.
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Oznaceni na zddance: anti AChR (zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za mésic podle poctu pacientd

5.1.37 Protilatky proti kui‘e nadledvin

Metoda stanoveni: nepiima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Protilatky proti kiife nadledvin se vySetfuji pfi podezieni na Addisonovu chorobu, riziko jeji
progrese a u polyglandularniho autoimunitniho syndromu. Addisonova choroba je chronicka
adrenokortikalni nedostate¢nost vyskytujici se ve vSech vékovych skupinach. VétSinou je
zpusobena destrukci kiry nadledvin. Asi v 70% pfipadi je tato destrukce podminéna
autoimunitné, ve 20% pftipadu je pfi¢inou TBC.

Pozitivita protilatek proti kiife nadledvin je n¢kdy také povazovana za vyznamny rizikovy faktor
vzniku Addisonovy choroby.

Oznaceni na zaddance: anti kiira nadledvin (Zadanka ,,autoimunita)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuyi

Provadi se:
1x za tyden podle poctu pacientli

5.1.38 Protilatky proti kartacovému lemu (ABBA)

Metoda stanoveni: nepfima imunofluorescence
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Vyznam stanoveni:

Protilatky proti kartaCovému lemu tenkého stfeva se vySetfuji u idiopatickych sttevnich zanétu.
Vyskytuji se pfiblizné u 65% pacientti s Crohnovou chorobou a u 35% pacient s ulcerdzni
kolitidou.

Oznaceni na zddance: ABBA (zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;ji

Provadi se:
1x tydné podle poctu pacientti

5.2 Autoprotilatky — jatra, ledviny, Zaludek, kaze

5.2.1 Autoprotilatky proti mitochondriim (AMA): imunofluorescence

Metoda stanoveni: nepiima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:
Protilatky proti mitochondriim (AMA) tvoti heterogenni skupinu autoprotilatek. V soucasné
dobé se rozliSuje devét typli (M1 — M9). Byvaji pfitomny u 85 — 98% pacientli s primarni
biliarni cirhézou, dale u pacientti s chronickou aktivni hepatitidou a s kryptogenni cirhézou.
Mohou se objevit rovnéz u systémovych onemocnéni pojiva, syfilis, myokarditidy,
polékového lupusu.

Oznaceni na zddance: anti mitochondrie AMA IF (zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni.
V ptipad¢ potieby lze stanovit i titr protilatek.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;i
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Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.2.2 Autoprotilatky proti mitochondrialnimu M2 antisenu

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Protilatky proti mitochondriim byvaji nejcastéji namifeny proti M2 antigenu, kterym je enzym
pyruvatdehydrogenédza, lokalizovany na wvnitini mitochondridlni membrané. Vysetfeni
protilatek proti M2 je indikovano pfi podezieni na primarni bilidrni cirhdzu, chronickou
aktivni hepatitidu, u kryptogenni cirhdzy, malignit jater a systémovych onemocnéni pojiva.
Toto vySetieni slouzi predev§im k podpote diagndézy PBC.

Oznaceni na zaddance: anti M2 mitochondrie ELISA (zadanka ,,autoimunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
negativni do 10 U/ml
pozitivni nad 10 U/ml

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;ji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientii

5.2.3 Autoprotilatky proti mikrosomalnimu antigenu jater a ledvin LKM — 1

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Anti LKM1 protilatky se vyskytuji u autoimunitni hepatitidy 2. typu a jsou povazovany za jeji
hlavni laboratorni imunologicky marker. Mohou byt asociovany i s diabetem (hlavné u déti),
thyreopatii a vitiligem.

Oznacdeni na zadance: anti LKM — 1 (Zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
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Normalni hodnoty se pohybuji v rozmezi 0 —18 1U/ml.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 3 tydny podle poctu pacientli

5.2.4 Autoprotilatky proti mitochondriim M2, M4, M9

Metoda stanoveni: imunodot

Vyznam stanoveni:

Je zndmo devét podtiid protilatek typu AMA (M1 —MD9). Jejich vyskyt je charakteristicky pro
urCity typ onemocnéni a jejich stanoveni lze vyuzit k diferencialni diagnostice riznych
hepatopatii. M2 protilatky jsou typické pro primarni biliarni cirhozu (96% pozitivnich), M4
také (55% pozitivnich) a M9 rovnéz. U M9 a soucasného vyskytu M2 protilatek (u 40%
pacientil) se jedna o rozvinutou PBC. Pokud jsou ptitomny protilatky proti M9 a soucasné¢ M2
jsou negativni, jednd se o ¢asnou PBC (82% pacientil). Protilatky M9 se vyskytuji 1 u
chronické aktivni hepatitidy (10%) a u akutni hepatitidy (3%).

Oznaceni na zadance: anti M4, M9 mitochondrie /blot/ (zddanka ,,autoimunita®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Hodnoti se protilatky proti jednotlivym antigenim M2, M4, M9; podle intenzity zabarveni
prouzku na membrané interpretujeme vysledky: negativni, hrani¢ni, pozitivni a vysoce
pozitivni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 3 tydny podle poctu pacientii

5.2.5 Autoprotilatky proti jaternim antisenim

Metoda stanoveni: imunodot

Vyznam stanoveni:

Autoimunitni onemocnéni jater predstavuji skupinu chronickych zanétlivych postiZeni jater se
zédvaznou progndzou. Mezi nejCastéj$i autoimunitni onemocnéni jater patii autoimunitni
hepatitida (AIH), primérni bilidrni cirh6za (PBC) a primarni sklerotizujici cholangitida (PSC).
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Autoimunitni hepatitida (AIH) je chronickd hepatitida neznamé etiologie s typickymi
autoimunitnimi fenomény. Onemocnéni se manifestuje nejcastéji v détstvi a u mladych
dospélych, postihuje prevazné mladsi zeny. Nejpresnéjsi diagnosticky marker pro AIH je
protilaitka SLA. Prestoze prevalence protilatek proti SLA je jen 30%, predik¢éni hodnota je
100%. Dale u pacienti s AIH nachazime protilatky proti LC1, F-actinu (u 80 — 90%
pacienti), LKM 1 a AMA.

Primarni biliarni cirh6za (PBC) je chronické onemocnéni jater charakterizované postizenim
intrahepatalnich Zlucovodii a cholestazou. Pro diagnostiku PBC je vyznamny prikaz
antimitochondrialnich autoprotilatek (AMA), jsou nalézany u vice nez 95% pacientl s PBC.
Charakteristickd pro PBC je rovnéz pfitomnost antinukledrnich protilatek ANA - cetné
jaderné tecky (spl00) a pory v jaderné membrané (gp210). Tyto autoprotilatky jsou
vyznamné zejména u AMA negativnich pacientll a ukazuje na horsi prognézu onemocnéni.
Progresivni sklerotizujici cholangitida (PSC) je chronicky progresivni zanét zluCovodi
s fibrézou a zGzenim vyvodnych zluCovych cest. Vyskytuje se nejcastéji u muzi pod 45.
rokem v€ku. Ma souvislost s imunopatologickymi stavy (atypicka p-ANCA, laktoferin) a
nespecifickymi stfevnimi zanéty (Crohnova choroba, ulcerdzni kolitida), které se vyskytuji u
vice nez 50% pacientti s PSC.

Oznaceni na zadance: jaterni antigeny blot (zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Pozitivni / negativni

hodnoti se antigeny: AMA/M2, Sp 100, gp 210, SLA/LP, LKM1, LCI, F — actin, actinin a
tropomyosin

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za tyden podle poctu pacientl

5.2.6 Protilatky proti F-aktinu

Metoda stanoveni: imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Autoprotilatky proti F-aktinu vykazuji nejvyssi citlivost (30 — 40%) ze vSech autoprotilatek
asociovanych s autoimunitni hepatitidou. Protilatky se vazi na F-aktinovou slozku buné¢ného
cytoskeletu hladkého svalového vldkna.

Oznaceni na Zadance: jaterni antigeny (zaddanka ,,autoimunita‘)
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VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni
(semikvantitativné na pcet kiizk)

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 3 tydny podle poctu pacienti

5.2.7 Autoprotilatky proti hladkému svalu (ASMA)

Metoda stanoveni: nepiima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Protilatky proti hladkému svalu jsou tvofeny heterogenni skupinou protilatek, které reaguji
s antigeny cytoskeletu (napf. s actinem, vimentinem, desminem, skeletinem, tropomyosinem
nebo tubulinem). Vyskytuji se u pacienti s chorobami jater riizné etiologie, nachazi se i u
systémovych imunopatologickych onemocnéni, infekénich nemoci, zanétlivych stievnich
onemocnéni a myokarditidy. Mohou byt pfitomny i u pacientli s malignim onemocnénim,
astmatem, s infek¢ni mononukle6zou, PBC a chronickou aktivni hepatitidou.

Oznaceni na zddance: anti SMA (hladky sval) IF (Zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuyi

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.2.8 Autoprotilatky proti bazalni membrané glomerula (GBM)

Metoda stanoveni: nepiima imunofluorescence
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Vyznam stanoveni:

Protilatky proti bazalni membrané glomerulti se nachdzeji u idiopatické rychle progredujici
glomerulonefritidy. Patogeneticky se uplatiiuji cytotoxické protilatky proti bazalni membrané
glomerull a alveoll u tzv. Goodpastureova syndromu. Jedna se o onemocnéni s postizenim
plic a ledvin (tzv. pulmorenalni syndrom).

Oznaceni na zadance: anti GBM (zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;ji

Provadi se:
1x za tyden podle poctu pacientll a v rezimu ,,statim*

Doporuceni:
Vysledky vySetteni GBM imunofluorescenéné jsou vzdy konfirmovany metodou GBM
imunodot, ktery vyuziva definovany Goodpasturetv antigen

5.2.9 Protilatky proti fosfolipazovému receptoru A2

Metoda stanoveni: nepfima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Idiopatickd membrandzni nefropatie (IMN) je chronické zanétlivé onemocnéni glomerul,
které je doprovazené progresivnim poskozenim funkce ledvin. Vysledkem je reakce
autoprotilatek s receptory fosfolipazy A2, které jsou pfitomné na povrchu podocyti
v glomerulech. Tyto bunky ovliviiuji propustnost pii tvorbé glomerularniho filtratu a pfi
nekterych glomerulopatiich byvaji poskozeny.

IMN se vyskytuje necastéji u muzi nad 40 let v€ku, u mladych Zen se suspektni IMN, u
pacientil s lupus nephritis a vzacné také u déti (2 — 3% déti s nemoci ledvin).

Indikace vySetteni:

[1 Sérologicky screening IMN
[] Proteinurie

[1 Mikroskopicka hematurie
[1 Monitoring terapie IMN

Oznaceni na zddance: anti PLA2R (zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:
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vendzni srazliva krev nebo sérum; vendzni nesrazliva krev nebo plazma
Odbér a transport materidlu:
Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 4 tydny podle poctu pacienti

5.2.10 Protilatky proti doméné trombospondinu typu I obsahujici protein 7A (THSD7A)

Metoda stanoveni: nepiima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:
Autoantigenem pro vznik téchto protilatek je doména trombospondinu typu I obsahujici
protein 7A (THSD7A). Jedna se o transmembranovy protein, ktery je exprimovan na povrchu
podocytt v lidskych ledvinnych glomerulech. Vazbou autoprotilatek na tento antigen dochazi
k poskozeni podocytli a uvolnéni proteinti do primarni moci (proteinurii).
Vysetieni autoprotilatek anti-THSD7A je idedlnim doplikem ke stanoveni anti-PLAZ2R
protilatek, které se vyskytuji u vice nez 70% pacientit s primarni membrandzni nefropatii
(MN). U zbyvajicich 30% pacienti s primarni MN Ize piedpokladat pfitomnost jiného
patogenniho antigenu, tedy anti-THSD7A. Sérové protilatky anti-THSD7A byly detekovany u
2,5 — 5% vSech pacientd s idiopatickou MN, resp. u 8 — 14% pacientd s primarni MN bez
prokazatelnych anti-PLA2R protilatek.
Indikace:

e diagnostika membran6zni nefropatie (MN)

e rozliSeni formy membran6zni nefropatie (primarni vs. sekundarni)

e monitorovani priibéhu onemocnéni a odpovédi na lécbu

Oznaceni na zaddance: anti THSD7A (z4danka ,,autoimunita‘)

Vysetiovany material:

vendzni srazliva krev nebo sérum; vendzni nesrazliva krev nebo plazma
Odbér a transport materidlu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;i

Provadi se:
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1x za 3 tydny podle poctu pacientii

5.2.11 Protilatky proti intrinsic faktoru (transport vitaminu B12)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Intrinsic faktor je glykoprotein, ktery se podili na transportu vitaminu B12 pfes stfevni
sliznici. Tento protein umoznuje absorpci vitaminu B12 do krevniho fecisté. Vitamin B12 je
nezbytny pro maturaci erytrocytl a jeho deficit vede k rozvoji anémie. Stanoveni pfitomnosti
protilatek proti intrinsic faktoru pomaha rozli§it mezi autoimunitni perniciézni anémii, non —
autoimunitni perniciozni anémii (e. g. atroficka gastritida a pankreatickd exokrinni
insuficience) a dal$imi formami anémii spojenych s vitaminem B12.

Oznaceni na zaddance: anti intrinsic faktor (zddanka ,,autoimunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
negativni <20 AU

hrani¢ni 20,1 -249 AU

pozitivni  >25 AU

Ke stanoveni diagnozy je tfeba vzit vuvahu dalSi sérologickd vysetfeni, zejména
hematologické nalezy.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuyi

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

Doporuceni:
V ptipadé sporného vysledku se doporucuje doplnit vySetieni dal§i metodou, napf.
imunofluorescenénim vysetfenim parietalnich bunék.

5.2.12 Autoprotilatky proti parietalnim buiikam (H*'/K* - ATP)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Autoprotilatky proti parietalnim bufikam jsou detekovany u pacientd s chronickou atrofickou
gastritidou a perniciozni anémii nebo se také mohou vyskytovat u pacientil
s endokrinopatiemia ziejme 1 u menSiho mnozstvi zdravé populace.
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Oznaleni na z4dance: anti H'/K* ATPAaza (zadanka ,,autoimunita*)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Negativni jsou vysledky s koncentraci do 20 RU/ml.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.2.13 Protilatky proti parietalnim buiikam (APCA): / imunofluorescence /

Metoda stanoveni: nepfima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Test se pouzivd v diagnostice pernicidozni anémie, vyznafuje se vysokou citlivosti.
V okamziku stanoveni diagnézy ma tyto protilatky 80 — 90% pacientll. VySetieni je rovnéz
indikovano pfi karcinomu zaludku, viedové chorobé a chronické atrofické gastritidé. Vysoka
prevalence APCA je rovnéz zaznamenana i u pacientll s autoimunitnimi endokrinnimi
poruchami. Existuje vztah mezi vékem a zvySenymi hladinami protilatek. APCA se mohou
vyskytovat az u 15% osob starsSich 60 let a asi u 2% zdravé populace.

Oznaceni na zddance: anti parietalni buiiky (Zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientii

5.2.14 Protilatky proti anticenum kuze (profil)

Metoda stanoveni: ELISA
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Vyznam stanoveni:
viz. 5.2.14,5.2.15

Oznaceni na zadance: klze profil — ELISA (z&danka ,,autoimunita)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referencni meze:
Negativni jsou vysledky s koncentraci do 20 RU/ml.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;ji

Provadi se:
1x za mésic podle poctu pacientli

5.2.15 Protilatky proti bazalni membrané epidermis

Metoda stanoveni: nepiima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Jedna se o protilatky u puchyinatych koznich chorob, jsou namifené proti bazalni membrané
mezi dermis a epidermis. Protilatky proti bazalni membrané epidermis jsou charakteristické
pro bulozni pemphigoid, jizvici pemphigoid a herpes gestationis. Nekoreluji s aktivitou
nemoci a nachdzeji se i v remisi.

Oznaceni na zadance: pemphigoid — IF (bazalni membrana epidermis)
popt. anti BP230-CF — ELISA, anti BP180-NC16A-4X — ELISA
(Zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;i

Provadi se:
1x za mésic podle poctu pacientli
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5.2.16 Protilatky proti mezibunéénému tmelu

Metoda stanoveni: nepiima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Tvorba protilatek proti mezibunécnému tmelu epitelidlnich bun€k je charakteristicka pro
kozni onemocnéni pemfigus. Charakteristickym nélezem je intraepitelialni puchyt vytvarejici
se na podklad¢ akantolyzy (rozvolinovanim buné¢k volné plujicich v tekutiné puchyii).

Oznaceni na zadance: pemphigus — IF (mezibuné¢ny tmel)
popt. anti desmoglein 1 — ELISA, anti desmoglein 3 — ELISA
(zadanka ,,autoimunita)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;ji

Provadi se:
1x za mésic podle poctu pacientli

5.3 Potravinové intolerance (celiakie)

5.3.1 Autoprotilatky proti endomysiu (EMA)

Metoda stanoveni: nepifiméa imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Protilatky proti endomysiu se vysetiuji ve tfidé IgA a slouzi jako novéjsi a presnéjSi marker
pro prikaz celiakie. Tyto protilatky velmi rychle reaguji na dietu a hodi se proto pro
monitorovani uspéSnosti a dodrZzovani dietniho rezimu. VySetfeni endomysialnich protilatek
ve tfidé IgG ma maly diagnosticky vyznam a hodi se k monitorovani pacientt s celiakii
zaroven trpicich selektivnim IgA deficitem.

Toto vySetfeni se indikuje pfi celiakii, u diferencidlni diagnostiky enteropatii, dermatitis
herpetiformis Duhring, malnutrice, prijmu, retardace ristu a dal§ich onemocnéni a jejich
ptiznaku.

Oznaceni na zaddance: anti endomysium IgA (zZadanka ,,autoimunita® a ,,reprodukce*)
anti endomysium IgG (zédanka ,,autoimunita* a ,,reprodukce*)

VySetfovany material:
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venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:
Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referen¢ni meze:
Pozitivni / negativni; na vyzadani Ize stanovit i titr protilatky a Ize provést vysetieni 1 ve tiide¢

19G.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za tyden podle poctu pacientl

Doporuceni:
V kombinaci s vySetfenim protilatek proti tkanové transglutaminaze ve tiidé IgA lze
dosahnout specifity a senzitivity pro prukaz celiakie témét 100%.

5.3.2 Autoprotilatky proti retikulinu (ARA)

Metoda stanoveni: nepfima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Stanoveni protilatek proti retikulinu je dalSim vyznamnym parametrem pro prikaz celiakie,
provadi se rovnéz ve tfidé IgA a koresponduje se stupném poskozeni sliznice. K vySetteni ve
ttid€ IgG se Ize uchylit pii selektivnim IgA deficitu pacienta.

Oznaceni na zaddance: anti retikulin IgA (zddanka ,,autoimunita‘)
anti retikulin IgG (Z4danka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni; na pozadani Ize urcit 1 titr protilatky a lze vySettit protilatky 1 ve tfidé
19G

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuyi

Provadi se:
1x za tyden podle poctu pacientli
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5.3.3 Protilatky proti deamidovanému gliadinu (AGA)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Protilatky proti gliadinu (glutenu, lepku) slouzi jako diagnosticky parametr pro prikaz
celiakie (celiakalni sprue, gluten senzitivni enteropatie, dermatitis herpetiformis Duhring).
Gliadin je dilezity spoustéci faktor celiakie. Pomoci IgA protilatek lze monitorovat
dodrzovani bezlepkové diety, IgG protilatky maji mensi vyznam a jejich hodnota spiSe odrazi
zvyseni stievni propustnosti.

Oznaceni na zadance: anti gliadin IgG (zaddanka ,,autoimunita‘)
anti gliadin IgA (z&danka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pro IgG a IgA stanoveni jsou normalni hodnoty protilatek proti deamidovanému gliadinu
mensi nez 10 IU/ml.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za tyden podle poctu pacientl

5.3.4 Autoprotilatky proti tkafiové transglutaminaze (AtTG)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Celiakalni sprue je zavazné chronické zanétlivé onemocnéni traviciho ustroji, jehoZz
disledkem je vyrazny malasorbéni syndrom. Spojuje v sobé mechanismy potravinoveé
intolerance s rysy autoimunitni imunopatologické nemoci. Stanoveni protilatek proti tkanové
transglutamindze ve tfidé IgA je modernim diagnostickym parametrem pro prikaz tohoto
onemocnéni. Tyto protilatky velmi rychle reaguji na dietu, proto se hodi k monitorovani
uspésnosti 1é¢by a dodrzovani dietniho rezimu.

VySetteni protilatek ve tfidé IgG ma maly diagnosticky vyznam a hodi se k monitorovani
pacientt s celiakii, ktefi zaroven trpi selektivnim IgA deficitem.

Oznaceni na zaddance: anti transglutamindza IgA (z4ddanka ,,autoimunita“ a ,,reprodukce‘)
anti transglutaminaza IgG (z&ddanka ,,autoimunita® a ,,reprodukce*)

VySetfovany material:
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venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:
Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referen¢ni meze:
Negativni jsou vysledky s koncentraci do 10 IU/ml, ale mohou byt diisledkem deficitu IgA a
nevylucuji celiakii. Na vyzadani lze provést vySetieni ve tiide IgG.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za tyden podle poctu pacientl

5.4 Autoprotilatky — diabetes mellitus

5.4.1 Autoprotilatky proti inzulinu (IAA)
Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Protilatky proti inzulinu jsou ¢asnym markerem diabetu 1. typu. Jsou nalézany u 37% nové
diagnostikovanych pacientli. Mohou byt detekovany nékolik mésicti az let ptred klinickou
manifestaci choroby. Koreluji s vékem pacienta (klesaji s vékem). Pokud se vyskytnou bez
soucasného vyskytu protilatek proti GAD a IA-2, riziko vzniku diabetu 1. typu se vyznamné
snizuje. Déle se tyto protilatky stanovuji pfi monitorovani inzulinové terapie pfi
hyposenzitivité nebo v pripadech zvySovani potieby inzulinu.

Oznaceni na zaddance: anti insulin IgG (zadanka ,,autoimunita®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referen¢ni meze:
negativni do 5 IU/ml

hrani¢ni 5-10 IU/ml

pozitivni nad 10 IU/ml

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provéadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientii
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5.4.2 Autoprotilatky proti ostriuvkovvm buiikam pankreatu (ICA)

Metoda stanoveni: nepiima imunofluorescence, ELISA

Vyznam stanoveni:

Autoprotilatky proti ostrivkovym bunkam pankreatu (ICA) reprezentuji velmi dobie
validovany sérologicky marker pro diabetes mellitus 1. typu, ale zvySené protilatky 1ze najit 1
u pacientt s chronickou pankreatitidou.

Test prokazuje protilatky proti riznym antigenim ostrivkovych bunck. NejvyznamnéjSimi
cily jsou GAD (dekarboxylaza kyseliny glutamové) a IA-2 (tyrosinfosfataza)

Oznaceni na zddance: anti ICA fluorescence (zadanka ,,autoimunita‘)
anti ICA IgG ELISA (zédanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Protilatky proti ostrivkovym bunikam pankreatu reaguji s endokrinni ¢asti pankreatické tkané
a jsou manifestovany granuldrni cytoplazmatickou fluorescenci ve vsSech ostrivkovych
bunkach.

Hodnotime pfitomnost a intenzitu fluorescence (pozitivni / negativni).
V ptipadé potieby lze stanovit i titr protilatek.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuyi

Provédi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

Doporuceni:
Pro toto vySetfeni vyuzivame 1 dal$i metody stanoveni — ELISA screen, ve které je pouZzita

smés antigentt GAD a [A — 2.
Hodnoceni : referenéni meze-normalni hodnoty 0-4 U/ml

5.4.3 Autoprotilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové (GADss)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Protilatky proti GAD se vyskytuji u 70 — 80% pacientli s po¢inajicim diabetem 1. typu a u 80
— 90% pacientl v preklinickém stadiu. Ze statistickych studii vyplyva, Ze pii vyskytu téchto
protilatek dojde k rozvoji IDDM u 52% pacientl. Klinické potiZe se rozvinou obvykle do 5 —
7 let po vzniku protilatek.
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Oznaceni na zddance: anti GAD 65 IgG (zaddanka ,,autoimunita®)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Normalni hodnoty protilatek jsou do 10 U/ml.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.4.4 Autoprotilatky proti tyrosinfosfataze (IA — 2)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Protilatky jsou v zavislosti na véku detekovatelné u 50 — 70% pacientu s diabetem 1. typu na
pocatku onemocnéni. Vysoka prevalence je zaznamenana u déti a dospivajicich, zatimco u
méné nez 50% dospélych pacientil jsou detekovany az s objevenim se klinickych projevi.

Oznaceni na zaddance: anti tyrosinfosfatdza (IA2) IgG (zZadanka ,,autoimunita®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Za normalni jsou povazovany hodnoty koncentrace do 15 U/ml.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuyi

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.5 Imunoglobuliny

5.5.1 Imunoglobuliny G, A, M (1gG, IgA, IgM)

Metoda stanoveni: imunonefelometrie
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Vyznam stanoveni:

Imunoglobuliny jsou glykoproteiny charakteristické svou protilditkovou aktivitou.
Rozpoznévaji antigeny, pfispivaji k jejich odstranéni a neutralizuji toxiny. VysSetfeni hladin
imunoglobulini je indikovano pfi podezieni na vrozeny a ziskany imunodeficit,
k monitorovani substitu¢ni 1é¢by hypogamaglobulinémii, k diagnostice a monitorovani
monoklonalnich gamapatii a chronickych zanétlivych onemocnéni.

Oznaceni na zédance: IgG, IgA, IgM (zadanka ,,sérové proteiny*)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum, likvor
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referencéni meze:
Normalni hodnoty uvadi nasledujici tabulka:

Vék 19G (g/l) 19A (g/l) IgM (g/l)
0—1 tyden 520-11,68 0,02-0,55 0,04 -0,20
1 tyden — 2 mésice 4,94 — 10,55 0,02-1,86 0,01-0,81
2 — 4 mésice 1,85-10,84 0,07 -0,87 0,01-1,39
4 — 6 mésicu 4,16 — 9,25 0,10-1,22 0,14 -1,02
6 mésicti — 1 rok 3,39-12,54 0,02-1,94 0,15-1,23
1 -2 roky 5,69 12,14 0,02-1,09 0,32-2,44
2-5let 4,58 — 16,02 0,20-1,56 0,77-2,13
5-10 let 3,95-19,35 0,08 — 2,48 0,82-3,14
10 — 15 let 8,44 — 22,40 0,56 — 3,08 0,43 - 3,27
vice nez 15 let 7,30 19,50 0,80 —4,80 0,40 — 3,00

Omezeni a interference:

hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:

denné od pondéli do patku, 1ze vySettit i STATIM v reZimu 24/365

5.5.2 Imunoglobulin D (1gD)

Metoda stanoveni: imunonefelometrie

Vvyznam stanoveni:

Imunoglobulin D ma kratky polocas rozpadu (2 — 3 dny) a jeho koncentrace v séru je velmi
nizka. Velmi vzacny je hyper IgD syndrom, hore¢naté onemocnéni se zvySenou hladinou IgD,
které ma recidivujici charakter.

Oznaceni na Zadance: IgD (zadanka ,,sérové proteiny*)
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VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Normalni hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Vék IgD (g/l)
0 — 2 roky 0,001 - 0,028
2—-5let 0,001 - 0,042
5-10 let 0,020 - 0,081
10 — 15 let 0,030 - 0,090
vice nez 15 let 0,010 - 0,200

Omezeni a interference:

hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:

1x za mésic podle poctu pacient

5.5.3 Imunoglobulin E (IgE)

Metoda stanoveni: luminiscen¢ni enzymoimunoanalyza LEIA

Vvyznam stanoveni:

IgE tvoii pouze 0,004% z celkovych imunoglobulint. Polo¢as rozpadu ma 2 dny. Hraje roli
V patogenezi precitlivélosti 1. typu. ZvySené hodnoty jsou nalézany u atopickych onemocnéni
(alergickd ryma, astma, urtikarie, ekzém). U atopické dermatitidy nejsou vzacné extrémni
hladiny. Frekvence patologické koncentrace celkovych IgE je vySsi u alergie pylové nez u
alergie na roztoce a plisn€. Vyssi hodnoty v pupecnikové krvi jsou povaZzovany za znak
predispozice k alergii. Patologické hodnoty se vyskytuji u parazitarnich infekci, aspergilozy a
nékterych imunodeficienci. Pfi vylouceni parazitarniho postizeni je specifita zvySené
koncentrace IgE pro alergie velmi vysoka (asymptomaticky pacient — prealergicky stav).

Oznaceni na zddance: IgE celkové (zadanka ,,sérové proteiny* a ,,alergologie®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Normalni hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce:
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Vék IgE (1U/ml)
0—1rok 3- 12
1-5let 10— 50
5-9let 15— 75
915 let 40 - 160
vice nez 15 let 35-200

Omezeni a interference:
Hemolyticka, lipemické séra a séra s vysokym obsahem bilirubinu mohou poskytnout chybné
vysledky.

Provadi se:
3X za tyden podle poctu pacientl

Doporuceni:

U pacientll s alergiemi by mélo nasledovat vySetfeni specifickych IgE (upfesnéni
stimulujiciho alergenu). Hodnoty celkového a specifického IgE nemusi korelovat, normalni
hodnoty celkového IgE nevylucuji alergii.

5.5.4. Podttidy imunoglobulinu G (IeG1, 190Gz, 10G3, 1gGa4)
Metoda stanoveni: imunonefelometrie

Vyznam stanoveni:

Podle typu gama fetézce se imunoglobulin G déli do ¢tyfech podtiid, které hraji riznou roli
pfi imunitnich reakcich. Nachylnost k ur¢itému typu onemocnéni miiZze byt pifiznakem
selektivniho imunodeficitu ndkteré podtiidy. Casty je kombinovany imunodeficit. Celkové
IgG nemusi byt pfi imunodeficitu podtiid snizeno. Toto vySetfeni indikujeme pfi
opakovanych virovych a bakteridlnich infekcich, imunodeficienci, atopii, alergii, atopické
dermatitidé, cystické fibréze, pfi podezfeni na autoimunitni onemocnéni. Kombinované
defekty podttid se mohou manifestovat jako potravinova alergie, astma, chronicka obstrukcni
bronchitida, opakované otitidy, sinusitidy a infekce hornich cest dychacich, nej€astéji
vyvolané infekci Neisseria meningitis nebo Haemophilus influenzae.

Oznaceni na zaddance: 1gG1 - G4 podtiidy (zddanka ,,sérové proteiny*)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Normalni hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Vék 19G1 (g/) 19G2 (g/l) 19G3 (g/l) 1gG4 (g/l)
0 — 2 mésice 2,18 — 4,96 0,40 - 1,67 0,04 - 0,23 0,01 -0,33
2 — 5 mésicu 1,43 - 3,94 0,23 1,47 0,04 - 1,00 0,01-0,14
5 — 8 mésicu 1,90 - 3,88 0,37 - 0,60 0,12 - 0,62 0,001 -0,01

Tento dokument je vlastnictvim FNHK a jeho Sifeni mimo organizaci v jakékoliv formé bez souhlasu
schvalovatele je zakazano. Kazdy zaméstnanec odpovida za to, Ze pracuje s platnou verzi dokumentu.
Porizené kopie jsou pouze informativni!

Laboratorni ptirucka verze 11 _ platnost od 10.4.2024 Strana 59 z 130




Ustav klinické imunologie a alergologie
Fakultni nemocnice Hradec Kralové

8 mésicli — 2 roky 2,86 — 6,80 0,30 -3,27 0,13-0,82 0,01 -0,65
2 — 4 roky 3,81-8,84 0,70-4,43 0,17-0,90 0,01-1,16
4 —6 let 2,92 -8,16 0,83-5,13 0,08-1,11 001-121
6 —8 let 4,22 -8,02 1,13-4,80 0,15-1,33 0,01-0,84
8 — 10 let 4,56 —9,38 1,63 -5,13 0,26 -1,13 001-121
10— 12 let 4,56 — 9,52 1,47 -4,93 0,12-1,79 0,01-1,68
12 — 15 let 3,47-9,93 1,40 -4,40 0,23-1,17 0,01-0,83
vice nez 15 let 3,15-8,83 1,39 -5,46 0,04 -1,07 0,01 -0,93

Omezeni a interference:

hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:

denné¢ od pond¢li do patku, 1ze vysettit i STATIM v rezimu 24/365

Doporuceni:

Stanovenim podtiid je vhodné doplnit vySetfenim celkového IgG.

5.5.5 Podtridy imunoglobulinu A (IgA1, 1gA2)

Metoda stanoveni: imunonefelometrie

Vvyznam stanoveni:

Imunoglobulin A méa dvé podtiidy, které se vyskytuji v krvi i sekretech. Toto vySetieni se
indikuje u imunodeficitu IgA, chorob ledvin, IgA nefropatie, neuropatii a celiakii. Vyrazné
zvySené hodnoty jedné nebo druhé podtiidy IgA jsou cCasto spojeny s vyskytem myelomu.

Velmi nizké hladiny IgA2 jsou projevem sinopulmonarnich infekci.

Oznaceni na zadance: IgAl — A2 podtiidy (zadanka ,,sérové proteiny*)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum

Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Normalni hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Vék IgA1l (g/l) 1gA2 (g/l)
6 mésict — 1 rok 0,01-1,15 0-0,19
1 -2 roky 0,03-1,2 0-0,23
2 — 3 roky 0,07-1,32 0,01-0,23
3 —4 roky 0,11-1,43 0,01-0,25
4 — 8 let 0,23-1,75 0,02-0,33
8—12 let 0,33-2,04 0,02 - 0,37
12 — 18 let 0,47 -2,49 0,04 — 0,50
dospéli 0,60-2,94 0,06 — 0,61

Omezeni a interference:
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hemolytické a lipemické vzorky se nedoporucuji

Provadi se:
1x za mésic podle poctu pacientli

Doporuceni:
Pti stanoveni podtiid je vhodné provést i vySetieni celkového IgA.

5.6 Komplementovy systém

5.6.1 Clg podjednotka komplementu

Metoda stanoveni: radialni imunodifuze

Vyznam stanoveni:
Toto vySetfeni ma klinicky vyznam pro stanoveni pfipadné vzacné deficience Clq, kterd je
Casto spojena s glomerulonefritidou, bakteridlnimi sepsemi a koznimi lézemi.

Oznaceni na zadance: Clq (zddanka ,,sérové proteiny*)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Normalni hodnoty jsou v rozmezi od 0,1 do 0,25 g/I.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 3 tydny podle poctu pacientii

5.6.2 C2 slozka komplementu

Metoda stanoveni: radialni imunodifuze

Vyznam stanoveni:

Klinicky zajimava je deficience této slozky. Je Casto spojena s rliznymi imunopatologickymi a
revmatoidnimi onemocnénimi jako je systémovy lupus erytematodes, diskoidni lupus,
vaskulitidy (Henoch-Schonleinova purpura), glomerulonefritidy.

Oznaceni na zadance: C2 (Zadanka ,,sérové proteiny*)

VySetfovany material:
venozni srazliva krev nebo sérum
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Odbér a transport materialu:
Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referencni meze:
Normalni hodnoty jsou v rozmezi od 0,01 do 0,03 g/I.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 3 tydny podle poctu pacientli

5.6.3 C3 slozka komplementu

Metoda stanoveni: imunonefelometrie

Vyznam stanoveni:

Je pozitivnim reaktantem akutni faze zanétu. Snizené hodnoty je mozno najit u
glomerulonefritid, imunopatologickych stavii imunokomplexovych a imunodeficitii. ZvysSené
hodnoty doprovazeji akutni a chronické zanéty, bakteridlni infekce a nékteré malignity.

Oznaceni na zadance: C3 (zadanka ,,sérové proteiny*)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Normalni hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Vék C3(g/h)
0-5let 0,09 - 0,70
515 let 0,32 -0,93
vice nez 15 let 0,40-1,20

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
denné od pondéli do patku, 1ze vySettit i STATIM v reZzimu 24/365

5.6.4 C4 slozka komplementu

Metoda stanoveni: imunonefelometrie
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Vyznam stanoveni:

Snizené hodnoty C4 byly zaznamenany u hereditarniho angioedému, imunopatologickych
chorob s imunokomplexovou etiologii, glomerulonefritid, Henoch-Schonleinovy purpury a
vrozeného deficitu C4. Zvysené hodnoty se vyskytuji u zanétlivych stavii.

Oznaceni na zaddance: C4 (zddanka ,,sérové proteiny*)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referencni meze:
Normalni hodnoty se pohybuji v rozmezi 0,2 — 0,4 g/l.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
denné od pondéli do patku, 1ze vySettit i STATIM v rezimu 24/365

5.6.5 C5 slozka komplementu

Metoda stanoveni: radialni imunodifuze

Vyznam stanoveni:
Deficience C5 miize byt spojena se systétmovym lupusem nebo infekci bakteriemi rodu
Neisseria.

Oznaceni na Zadance: C5 (Zadanka ,,sérové proteiny*)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referencni meze:
Normalni hodnoty se pohybuji v rozmezi od 0,04 do 0,15 g/1.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuyi

Provadi se:
1x za 3 tydny podle poctu pacientli
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5.6.6 C1 esterazovy inhibitor (C1 inh.)

Metoda stanoveni: radidlni imunodifuze

Vyznam stanoveni:

Snizené¢ hodnoty jsou vyznamnym ukazatelemhereditdirniho angioedému. Asi 15%
nemocnych ma hladinu C1 inhibitoru v norm¢, ale tento inhibitor je nefunkéni. Kromeé
dédic¢né existuji jesté ziskané formy deficitu C1 inhibitoru (alergie, malignity, 1éky, fyzikalni
vlivy).

Oznaceni na zadance: C1 inhibitor (zddanka ,,sérové proteiny*)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Normalni hodnoty se pohybuji v rozmezi od 0,15 do 0,35 g/l.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;ji

Provadi se:
1x za 3 tydny podle poctu pacientli

Doporuceni:
Je doporuceno provadét test funkénosti C1 inhibitoru (5.6.7)

5.6.7 C1 esterazovy inhibitor — funk¢ni test

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:
Viz.5.6.6

Oznaceni na zZadance: C1 inhibitor funk¢ni test (Zadanka ,,sérové proteiny*)

VySetifovany material:

veno6zni nesrazliva krev nebo plazma, srazliva krev nebo sérum

Odbér:

sklo nebo plast s upravou (vyhradné EDTA); sklo nebo plast bez upravy

Manipulace s materialem, transport:

do laboratofe musi byt materidl dopraven nejlépe do 2 hodin od odbéru (oddélenou plazmu
nebo sérum pak do 4 - 8 hodin); vhodna je teplota pfi transportu v rozmezi od 4 do 8 °C; neni-
li mozné dopravit material nejdéle do 4 - 8 hodin, je nutné vzorek zmrazit na - 20 °C a ve
zmrazeném stavu poté zaslat do laboratote ke zpracovani
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Hodnoceni vysledku, referencni meze:
funk¢éni C1 inh. vice nez 68%
hrani¢ni 41 -67%
nefunkéni C1 inh. méné€ nez 40%

Provadi se:
1x za 3 tydny podle poctu pacientii

5.6.8 Funk¢nost komplementové kaskady (celkovy komplement)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Komplementem je nazyvan systém plazmatickych bilkovin produkovanych piedevsim
jaternimi bunkami, zmens$i C¢asti makrofagy, schpnych, jsou-li aktivovany poskodit
membranu bakterie a tim ji znicit. Cely komplementovy systém je sloZzen z desitek rtiznych
proteinti s regulacnimi funkcemi. Slozky komplementu jsou pfitomny v séru v neaktivni
formée a Ize je aktivovat tfemi cestami: klasickou, lektinovou a alternativni. Na aktivaci téchto
cest je zalozena naSe metoda stanoveni.

Snizenou aktivitu komplementového systému miiZeme najit u imunopatologickych stavli
spojenych s imunokomplexy (systémovy lupus, revmatoidni artritida, vaskulitidy), u
bakteridlnich a virovych infekci a sepsi, hematologickych chorob, u glomerulonefritidy.
ZvySena aktivita byva spojena s akutnimi stavy, systémovymi chronickymi infekcemi a mize
byt pfitomna v téhotenstvi.

Oznacdeni na zadance: celkovy komplement — cesty aktivace klasicka, alternativni, lektinova
(z4danka ,,sérové proteiny*)

VySetifovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum; plazma neni vhodna

Odbér:

sklo nebo plast bez Gpravy

Manipulace s materialem, transport:

do laboratofe musi byt materiadl dopraven nejlépe do 2 - 4 hodin od odbéru ve velmi tésné
uzavienych odbérovych nadobach, aby bylo zabranéno in vitro aktivaci komplementu; sérum
je tieba transportovat ve zmrzlém stavu nejdéle do 18 hodin od odbéru, vhodné je chlazeni
suchym ledem

Vzhledem K velmi omezenému transportu vzorku do laboratofe by bylo vhodné pacienta
telefonicky objednat k odbéru do nasi ambulance.

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Vysledek je vyjadien jako procento komplementérni aktivity.

Normalni hodnoty:

klasicka cesta > 40%
lektinova cesta > 10%
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alternativni cesta > 10%

Kombinaci téchto tfi stanoveni lze najit mozné deficience. Na tuto skutecnost odkazuje
nasledujici tabulka:

Klasicka cesta MBL cesta Alternativni Mozné deficience
cesta
pozitivni pozitivni pozitivni Neni
negativni pozitivni pozitivni Clq, Cl1r, Cls
pozitivni pozitivni negativni Properdin, faktor B, D
pozitivni negativni pozitivni MBL, MASP?2
negativni negativni negativni C3, C5, C6, C7,C8, C9
negativni negativni pozitivni C4, C2 nebo jejich kombinace

Omezeni a interference:
omezeni spociva v narocnosti transportu

Provadi se:
1x mésic podle poctu pacientt

5.6.9 Protilatky proti Clq

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Protilatky proti Clq jsou nejvyznamnéjsi autoprotilatkou proti komplementu. Jsou pritomny
asi u tfetiny nemocnych se SLE, koreluji s klinickou aktivitou a s pfitomnosti lupusové
glomerulonefritidy. Vysoké titry anti Clq protilatek jsou doprovazeny snizenymi hladinami
Cl1, ale také C3 a zejména C4 slozky komplementu. Pfitomnost anti-C1lq protilatek neni
omezena ¢i specifickd pouze pro lupus. Poprvé byly popsany v ptipadé¢ syndromu HUVS
(Hypocomplementemic Urticar Vasculitis Sydrome), pozdéji také pii Feltyho syndromu,
revmatoidni vaskulitid¢, u hepatitidy C a ve stdrnouci populaci. Asociace mezi pfitomnosti
protilatek anti Clq, spotfebou komplementu a ptitomnosti renalniho postiZeni v ptipadé¢ SLE
vzbuzuje otdzku, zda a jak se tyto autoprotilatky podileji na patogenezi organového postizent.
Jak ukazuji zvifeci modely choroby, pro vznik lupusové nefritidy je potfebna pifitomnost jak
anti-dsDNA, tak anti-C1q protilatek, jejichz vzajemna interakce spousti mechanizmy rozvoje
imunokomplexového renalniho postiZeni.

Oznaceni na zadance: anti C1q (zadanka ,,autoimunita‘)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
negativni <20 1U/ml
pozitivni > 20 1U/ml
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Provadi se:
1x za 4 tydny podle poctu pacientli

5.7 Dalsi sérové proteiny

5.7.1 C — reaktivni protein (CRP)

Metoda stanoveni: imunonefelometrie

Vyznam stanoveni:

CRP je velmi rychle reagujici protein akutni faze zadnétu, jeho vzestup nastava uz za 6 hodin
s maximem za 1 — 3 dny (nartst az 1000x). Jeho stanovenim lze orienta¢né odlisit bakterialni
a virovou infekci — po bakterialni stoupa prudce a vyrazng, virova infekce zpravidla nema na
CRP vyraznéjsi vliv. Toto vySetfeni ma dale vyznam pii revmatologickych onemocnénich,
tumorech, meningitidach, sepsich, pfi poskozeni tkani, pii sledovani pacienti s infarktem
myokardu.

Oznaceni na zddance: CRP (zddanka ,,sérové proteiny* a ,,antiinfekéni imunita®)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Hodnoty nad 5 mg/1 jsou povaZzovany za zvySené pro vSechny vékové kategorie i obé pohlavi.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuyi

Provédi se:
pouze pro vnitini potieby ambulance UKIA

5.7.2 Interleukin — 6

Metoda stanoveni: luminiscen¢ni enzymoimunoanalyza LEIA

Vyznam stanoveni:

Interleukin — 6 je produkovan makrofagy, Th2 — lymfocyty, fibroblasty nebo endotelem. Jeho
hlavni funkeci je aktivace B — lymfocyti (jejich pfeména na plazmocyty) a tim zvySeni sekrece
protilatek. IL — 6 je prozanétlivy, vyvolava akutni fazi zanétu.

Je rovnéZ riistovym faktorem pro myelom.

Oznaceni na zaddance: |L-6 plodova voda, sérum (zadanka ,,sérové proteiny*)

Vysetiovany material:
vendzni srazliva krev nebo sérum; plodova voda
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Odbér a transport materialu:
Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
normalni hodnota 1,57 pg/l

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
Individualné dle poctu a naléhavosti pozadavki

5.7.3 Beta — 2 — mikroglobulin

Metoda stanoveni: luminiscenéni enzymoimunoanalyza LEIA

Vyznam stanoveni:

Beta 2 mikroglobulin je soucasti molekul HLA I. tfidy exprimovanych na povrchu vSech
jadernych bunéck, zvlasté vysokd hustota je na povrchu lymfocytl. Pfi rozpadu bunck se
uvoliuje do krevni plazmy. Jako nizkomolekularni protein je filtrovan v glomerulech a zpétné
resorbovan zdravymi tubularnimi buitkami. ZvySené sérové hladiny ptedstavuji laboratorni
marker hematologickych malignit odvozenych od lymfocyti a plazmocytd jako je
mnohocetny myelom (rozliSeni maligni a benigni formy, prognosticky vyznam), chronicka
lymfaticka leukémie, lymfomy. Koncentrace beta 2 mikroglobulinu koreluje se zavaznosti
onemocnéni, slouZi pro sledovani jeho pribchu a sledovani GspéSnosti 1écby. Behem 1écby je
uvoliovan v disledku smrti buné€k, toto zvySeni pietrvava minimalné 3 mésice po terapii.
ZvySené hladiny jsou dale popisovany u chronickych zéanétlivych a autoimunitnich
onemocnéni, u systémovych onemocnéni pojiva, revmatoidni artritidy, virové hepatitidy
(prognosticky vyznam), AIDS. Ke vzestupu sérové koncentrace beta 2 mikroglobulinu
dochazi také v dasledku poklesu glomerularni filtrace u nekterych poruch ledvin. Slouzi k
monitorovani chronické i akutni rendlni insuficience, zvySeni hladiny v séru a pokles v moci
je ukazatelem rejekce po transplantaci ledvin. ZvySeni odpadu beta 2 mikroglobulinu mo¢i je
citlivym indikéatorem tubularniho poskozeni ledvin.

Oznaceni na zadance: beta — 2 — mikroglobulin (zadanka ,,proteiny*)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
normalni hladina v séru je 0,8 — 3,0 mg/I

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;i

Provadi se:
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1x za 2 tydny podle poctu pacientii

5.8 Neprimy prukaz bakterialnich infekci

5.8.1 Antistreptolysin O (ASLO)

Metoda stanoveni: imunonefelometrie

Vyznam stanoveni:

Streptolysin O je enzym produkovany streptokoky A, C a G. Hladiny protilatek proti
streptolysinu O stoupaji tyden po infekci, s vrcholem za 2 — 4 tydny. Nasledny pokles
protilaitek do normalnich hodnot mize trvat az nékolik mésici. Stanoveni ma vyznam
zejména pro diagnostiku a hodnoceni rizika vzniku sterilnich nésledka streptokokovych nédkaz
(revmaticka horecka, poststreptokokova glomerulonefritida), doprovazenych perzistenci
vysokych hodnot. U akutni infekce (faryngitida, spala) se doporucuje dvoji odbér v intervalu
2 — 4 tydnli. Test nema dostatecnou citlivost u koznich streptokokovych infekci. Falesné
pozitivni nalez muze byt zpiisoben zvySenymi hladinami f lipoproteint u jaternich chorob a
v piipadé kontaminace séra bakteriemi rodu Pseudomonas nebo Bacillus cereus.

Oznaceni na zadance: ASLO (zadanka ,,antiinfek¢éni imunita®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Normalni je koncentrace v rozmezi od 0 do 200 IU/ml.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
denné od pondéli do patku, 1ze vySettit i STATIM v reZimu 24/365

5.8.2 Bordetella pertussis — protilatky proti toxinu (ELISA)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Bordetella pertussis je pivodcem davivého kasle. Vzhledem k ofkovani je v populaci béZna
urcita zékladni hladina protilatek. Jeji vySe zavisi na odpovédi imunitniho systému pacienta a
intervalu posledniho ockovani. Po ofkovani lze stanoveni pouzit jako kontrolu fyziologické
humoralni imunitni odpovédi organismu.

Protilatky jsou v séru detekovatelné za 2 — 3 tydny od pocatku klinickych projevli nemoci,
s maximem za 8 — 10 tydni. Pro diagnostiku akutni infekce je nezbytné vysetfeni parovych
vzorkd v rozmezi 14 dnt.

Pro stanoveni specifickych protilatek proti B. pertussis jsou doporuceny ELISA testy
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vyuzivajici jako antigen Pertussis Toxin. Tyto testy vylucuji moznost detekce protilatek
souvisejicich s infekci B. parapertussis.

Oznaceni na zadance: Bordetella pertussis — antitoxin ELISA IgG, IgA (zadanka ,,antiinfekéni
imunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

negativni < 40 IU/ml negativni < 12 IU/ml
hrani¢ni 40 — 100 IU/ml pozitivni > 12 [U/ml
pozitivni > 100 IU/ml

1eG/IgA protilatkovy profil:

19G IgA Interpretace
negativni negativni neindikuje zadnou infekci
B.pertussis
hrani¢ni negativni neindikuje neddvno prodélanou
infekci
hrani¢ni indikuje nedédvno prodélanou
nebo pozitivni infekci
negativni
pozitivni negativni indikuje nedavnou nebo minulou
nebo infekci nebo minulou imunizaci
pozitivni
pozitivni pozitivni indikuje soucasnou infekci

Pokud nemiize byt s urCitosti stanovena diagnéza na zakladé€ testovani jednoho vzorku séra
(hraniéni vysledky) a vysledky zcela nekoreluji s klinickymi pfiznaky, je potieba zopakovat
testovani druhého vzorku po 2 — 4 tydnech.

Stanoveni negativnich protilatek nevylucuje infekci B. pertussis. Test muze vykazovat
negativni vysledek diky nizkému titru protilatek pti Casném stadiu infekce.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provéadi se:
1x za tyden podle poctu pacientii

5.8.3 Brucella abortus — protilatky
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Metoda stanoveni: pfima aglutinace a nasledny Coombsiiv test pro prukaz inkompletnich
protilatek

Vyznam stanoveni:

Brucella abortus je primarné zviteci intracelularni parazit. Snadno pronika do tkani, vyvolava
postizeni lymfatického systému, sleziny, pohlavnich a dalSich organti, ma sklon k pfetrvavani
uvnité bunék. Lidé se nejCasteji nakazi kontaktem se zvifaty nebo jejich exkrementy. Parazit
pronika 1 neporusenou kiuzi. U néas se setkdvame vyhradné s brucelézou typu Bangovy
choroby. Brucel6za ma u ¢lovéka rizné dlouhou inkubacni dobu (obvykle 1 — 3 tydny), mlize
probéhnout i bez ptriznaka. Pti aktivni infekci a kratce po ni jsou titry protilatek vysoké,
zejména v testu pomalé aglutinace. Doporucuje se testovat séra v intervalu 5 dni. Progresivni
narast protilatek sveéd¢i o probihajici infekci. Po pireléfeni protilatky v pomalé aglutinaci
rychle klesaji, Coombstv test zlstava zvySeny déle a proto se pouzivad pii diagnostice
chronickych bruceldz. Pretrvavajici hladiny protilatek mohou znacit zbytkové lozisko infekce
s rizikem relapsu.

Oznaceni na zaddance: zoonozy - Brucella abortus (Zadanka ,,antiinfekéni imunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referen¢ni meze:

a) aglutinace — silné pozitivni / slab& pozitivni / hrani¢ni / negativni; dale pomoci titru
protilatek, normalni hodnoty jsou do titru 80. VétSinou se pii pozitivité vyskytuji titry
od 160 do 640, které béhem nekolika mésict klesaji.

b) Coombsuv test — vysledek vyjadifujeme pomoci titru, normalni hodnoty jsou do 80.
V chronickém stadiu nemoci jsou protilatky pfitomny v signifikantnich hodnotach,
kdeZto kompletni protilatky jsou v aglutinaéni reakci velmi nizké nebo negativni.

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientii

5.8.4 Protilatky proti Borrelia burgdorferi sensu lato (ELISA)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

PGvodcem onemocnéni lymeskou borelidzou u nas jsou zejména druhy Borrelia afzelii a
Borrelia garinii, jen vyjimeéné zde byla nalezena B. burgdorferi sensu stricto. Onemocnéni je
prenaseno predevsim klistétem. Klinicka diagnostika boreliozy je komplikovana vzhledem
k ¢asto nespecifickym ptiznakim zahrnujicim kuzi, klouby, svaly, periferni nervy a srdce.
Protilatky IgM se objevuji 1 — 3 tydny po ndkaze, po 1 — 3 mésicich obvykle mizi. Kontrolni
odbér se doporucuje nejdiive za 3 mésice od zahdjeni 1éCby. Protilatky IgG se objevuji za 1 —
2 mésice, vrcholi mezi 3. a 4. mésicem. Po 1é€bé mohou pretrvavat 1éta. Borrelie je
pravdépodobné schopna pfezit v téle hostitele 1€cbu, ale mize zde pouze zanechat material
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obsahujici nukleové kyseliny 1 imunogenni proteiny. Pretrvavajici sérologicka pozitivita tedy
neznamena automaticky selhani terapie a perzistenci bakterii a neni indikaci k dalsi 1é¢bé.
Casté jsou také nespecifické pozitivity testu zptsobené napf. piitomnosti revmatoidnich
faktorti, antinuklearnich a antifosfolipidovych protilatek, polyklondlni stimulaci protilatkové
odpovédi virovymi infekcemi (EBV, VZV), infekci jinymi spirochetami, leptospirami i
fylogeneticky vzdalenéjSimi druhy bakterii.

Negativni sérologicky nalez nevyluc¢uje onemocnéni boreliozou. V pocatecni fazi infekce se
doporucuje opakovat vySetfeni po 2 — 4 tydnech. Negativita v pozd¢jSich fazich mize byt
dana vazbou protilatek v imunokomplexech.

Oznaceni na zaddance: Borrelia sp. IgG, IgM sérum, likvor (zadanka ,,antiinfek¢ni imunita“)

VySetfovany material:

vendzni srazlivéa krev nebo sérum; nesrazliva krev nebo plazma; likvor; synovialni tekutina
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Hodnotime podle indexu pozitivity:

sérum, plazma, likvor

index pozitivity hodnoceni
mensi nez 0,9 negativni
09-11 hraniéni
vétSinez 1,1 pozitivni

Pokud je zjistén pozitivni index protilatek pouze ve tfidé IgG, jednd se s nejvétsi
pravdépodobnosti 0 moznou ptedchozi infekci nebo opakovanou infekci. Pokud jsou zjistény
protilatky pouze ve tfidé IgM, jedna se pravdépodobné o primarni infekci. A pokud jsou
pozitivni indexy v obou tfidach, jde pravdépodobné o akutni infekci.

Vysetieni hrani¢nich vzorki (s indexem 0,9 — 1,1) je tfeba opakovat z nového odbéru za 2 — 6
tydni s ohledem na specifika onemocnéni.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuyi

Provadi se:
1x za tyden podle poctu pacientli

Doporuceni:
Vzhledem k pomérné Castym nespecifickym reakcim, které vedou k fale$sné pozitivité u

ELISA metody (je doporucena jako screeningovy test), se doporucuje jako konfirmacni test
imunoblotova technika stanoveni specifickych protilatek proti borreliim (viz. 5.8.7).

5.8.5 Protilatky proti Borrelia garinii, B. afzelii, B. burgdorferi sensu stricto (imunoblot)
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Metoda stanoveni: imunoblot

Vyznam stanoveni:

Vysetfeni protilatek imunoblotem umoziuje prikaz protilatek proti jednotlivym antigennim
strukturam borrelii, které¢ byly piedem rozdé€leny na zékladé molekulovych hmotnosti pomoci
elektroforézy. Lze tak rozpoznat protilatky proti proteiniim specifickym pouze pro borrelie a
tedy diagnosticky vyznamnym, od protilatek proti proteiniim konzervovanym a tedy
nespecifickym, exprimovanym i jinymi mikroby. Sérologicka diagnostika suspektni borelidozy
se tedy doporucuje provadét dvojstupnové (ELISA jako screeningovy test a imunoblot jako
test konfirmacni). Imunoblotem jsme schopni prokazat i mala kvanta specifickych protilatek,
v ELISA testu jesté pod hranici pozitivity.

Oznaceni na zadance: Borrelia sp. 19G, IgM imunoblot (zadanka ,,antiinfekéni imunita®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Vysledek u obou tfid imunoglobulinii je v kvalitativni podobé (pozitivni / hrani¢ni /
negativni). Vychazi z po€tu nalezenych reakci, ze specifity protiladtkami rozpoznanych
antigenll pro borrelii a intenzity barevné reakce, kterd zavisi na mnozstvi protilatek v séru
pacienta a hodnoti se vizualné se stupnici -, +/-,+,++. Na vysledkovém list¢ je uveden i
podrobny rozpis nalezenych reakci proti konkrétnim antigeniim pro ptfipadné porovnani zmén
protilatkové odpovédi v Case.

Pro sledovani odeznivani protilatkové odpovédi pii eliminaci infekce 1é¢bou vSak test neni
ptiliS vhodny, protilatkovd odpovéd pretrvava dlouhodobé. Vysledky, které nejsou
jednoznaéné pozitivni nebo negativni, jsou oznaCovany za hrani¢ni (nejisté). Pokud klinicky
obraz (anamnéza) v téchto pifipadech naznacuje pocatecni fazi infekce, doporucuje se
vySetieni opakovat se Ctrnactidennim odstupem a sledovat, zda dochézi k rozvoji specifické
protilatkové odpovédi (pfechodu do pozitivity).

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuyi

Provadi se:
1x za mésic podle poctu pacientli

5.8.6 Clostridium tetani — protilatky proti tetanovému toxoidu

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Tetanus je celkové onemocnéni, nasledek tvorby toxinu bakterii Clostridium tetani
Vv infikované ran€. Mikrob sdm neni invazivni, zGstava prakticky vzdy v misté infekce.
Nejcastéji se vyskytuje v pide, odkud se muize lehce dostat i do malych povrchovych
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neoSetienych ran. C. tetani produkuje dva dulezité toxiny: neurotoxin (tetanospasmin), ktery
je odpovédny za soubor neurologickych ptiznaki, a oxygenlabilni hemolysin (tetanolysin),
ktery ma slabé nekrotické vlastnosti. Neurotoxin se snadno pievadi na toxoid (anatoxin), ktery
je vhodny k aktivni imunizaci.

Stanoveni slouzi ke kontrole hladiny protilatek proti vakcina¢nimu antigenu pii rozhodovani
o vakcinaci, napf. u osob s nejasnou anamnézou posledni davky aktivni imunizace proti
tetanu. Stanoveni lze déale vyuzit u imunokompromitovanych jedinci (CVID, AIDS,
hematologické malignity, opakované sinopulmondlni a gastrointestinadlni infekce)
K monitorovani schopnosti humoralni imunity odpovidat na antigeny proteinového charakteru.

Oznaceni na zadance: tetanovy toxoid IgG (zadanka ,,antiinfek¢ni imunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Normalni hodnoty jsou udavany v rozmezi 0,19 — 3,10 mg/l (ptepocteno z IU/ml na mg/l
vztahem 1 IU/ml = 17 mg/l).

Pti rozhodovani o vakcinaci se uvadi nasledujici kritéria:

<0,1 1IU/ml zakladni ockovani (3 davky)

0,1-0,51U/ml  pfeockovani (1 davka)

0,5-1,01U/ml  vySetfeni opakovat béhem dvou let, podle vysledku rozhodnout dalsi
postup

> 1,0 IU/ml pokracovat v normélnim ockovacim schématu s pteockovanim kazdych
15 let

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuyi

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.8.7 Francisella tularensis — protilatky

Metoda stanoveni: aglutinace

Vyznam stanoveni:

Francisella tularensis je puvodcem tularémie. Jedna se primarné o onemocnéni divoce
zZijicich zvirat, pfedev§im hlodavci, pfenaSené na ¢lovéka kontaktem s infikovanym zvifetem,
kontaminovanou vodou, prachem. K §ifeni ptispivaji klistata a ovadi. Vstupni branou infekce
je kize a sliznice. Podle mista vstupu infekce se onemocnéni manifestuje jako
ulceroglandulérni (ulcerativni koZni 1éze, zvétSené spadové uzliny), angindzni, tyfoidni, plicni
nebo okuloglandularni forma. Inkubacni doba je 1 — 10 dni. Protilatky mohou byt testem

prokazatelné za 7 — 10 dnil po infekei, maxima u nelé¢ené infekce dosahuji za 1 — 3 mésice. U
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suspektni tularémie s nizkym titrem protilatek se doporucuje sledovat pohyb titru s odstupem
1 — 2 tydny po prvnim odbéru. Ctyindsobny vzestup titru je zndmkou probihajici infekce.
Stala hladina protilatek je typicka pro piekonanou infekci. Mirné zvySené titry mohou
pfetrvavat fadu let, mnohdy i po cely zivot. V nizkych titrech existuji zkiizené reakce
s brucelami a s Proteus OX-19.

Oznaceni na zaddance: zoonozy - Francisella tularensis (Zadanka ,,antiinfekéni imunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Vysledek je v podobgé titru protilatek.

normalni hodnota titr do 20

Pokud je titr protilatky vyssi nez 80, uréuje se pfesny titr protilatek opakovanym métenim (az
20 480).

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientd

5.8.8 Haemophilus influenzae typ B — protilatky proti kapsularnimu antigenu

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Haemophilus influenzae typu B (HiB) je opouzdieni Gram-negativni bakterie. Je pivodcem
tézkych infek¢énich onemocnéni, zejména u déti do Sesti let véku (meningitida, septikémie,
epiglotitida, pneumonie). Onemocnéni souvisi s nezralosti imunitniho systému nebo
s latentnim imunodeficitem, se sniZenou protilatkovou odpovedi na polysacharidovy antigen
pouzdra této bakterie. Tento kapsularni (pouzderny) antigen je dilezitym faktorem virulence
HiB. Protilatky proti nému jsou nezbytné pro antiinfekéni obranu organismu. Ve spolupraci
S komplementem podmifiuji G€innou fagocytéozu bakterii. Vakcinace kapsularnim
polysacharidem HiB u déti se ukazala byt Géinnou prevenci, snizujici pocet i zavaznost
prubéhu hemofilovych infekci. Stanoveni protilatek pted a po vakcinaci umoziuje hodnotit
uspésnost ockovani.

Oznaceni na Zadance: Hemophilus influenzae IgG (zddanka ,,antiinfekéni imunita“)

VySetfovany material:
venozni srazliva krev nebo sérum
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Odbér a transport materialu:
Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Rozmezi normalnich hodnot protilatek proti HiB se uvadi nezavisle na véku a pohlavi
pacienta 0,20 — 23,40 mg/l, ale imunitni odezva na HiB vakcinu zavisi na véku pacienta. Jako
orientani hodnota se vSeobecné akceptuje koncentrace protilatky 0,15 mg/l jako minimalni
hladina vyzadovana pro ochranu v dany okamzik; tato koncentrace vSak nezarucuje
dlouhodobou ochranu. Optimalni ochranna hladina by méla byt vyssi nez 1,0 mg/1.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.8.9 Helicobacter pylori — protilatky (ELISA)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Infekce H. pylori je pravdépodobné jednou z nejéastéji se vyskytujicich bakterialnich infekei.
V dospélé populaci I1ze H. pylori nalézt az u 50% osob. Infekce probiha v mnoha piipadech
bez klinickych projevil a zistane proto neodhalena. Vede ke vzniku a rozvoji zanétu Zzalude¢ni
sliznice, predevSim sliznice antra, ktery ve vétSiné ptipadd prechazi do chronické faze.
Chronické gastritida je obvykle dlouhodoby proces a miiZe mit za nasledek viedovou chorobu
gastroduodena, zalude¢ni adenokarcinom nebo MALT lymfom.

Pro diagnostiku infekce H. pylori je kdispozici celé spektrum metod. Vedle metod
invazivnich (biopsie zalude¢ni sliznice) jsou 1 testy neinvazivni, méné zatéZujici pacienta:
stanoveni protilatek a dechovy test. Sérologické testy jsou vhodné pro epidemiologické
studie, pro vysetfeni ¢lentt rodiny nemocného. Umoznuji cileny vybér pacientl pro
endoskopii, 1ze je vyuzit pro monitorovani UspéSnosti eradikacni 1éCby. Jako kontrola se
doporucuje porovnani hladin pted a po 1é¢be, s odstupem 6 mésict. Jako signifikantni je zde
povazovan pokles protildtek minimalné a 40%. Ale ani po roce od ukonceni 1é¢by nemusi
dojit k normalizaci hodnot.

Oznacdeni na zadance: Helicobacter pylori IgG, Helicobacter pylori IgA ELISA (zadanka
Lantiinfek¢ni imunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
1gG
negativni <16 1U/mi
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hrani¢ni 16 — 22 1U/ml
pozitivni > 22 1U/ml

IgA (index pozitivity)

negativni <0,8
hrani¢ni >0,8a<1,l
pozitivni >1,1

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.8.10 Helicobacter pylori — protilatky (imunoblot), prukaz protilatek proti antigenu
CagA

Metoda stanoveni: imunoblot

Vyznam stanoveni:

Helicobacter pylori je zakfivena Gram-negativni obrvena ty¢inka, biochemicky nepfili$
aktivni. Jeji schopnost ptezit a mnoZit se v prostfedi Zalude¢ni sliznice ji umozZnuje vysoka
tvorba uredzy, ktera rozklada mocovinu za vzniku amoniaku. Ten pufruje pH v blizkém okoli
bakterie.

Kmeny H. pylori (typ | — vysoka virulence), které exprimuji CagA (protein kddovany genem
cag A /cytotoxicity — associated gene A/), jsou spojeny s vyssi mirou poSkozeni zalude¢ni
sliznice a jsou nalézdny u osob s duodenalnimi nebo zalude¢nimi viedy, s atrofickou
gastritidou a adenokarcinomem Zaludku. Kmeny, které nesou gen CagA, velmi casto
koexprimuji také gen VacA, kodujici toxin schopny indukovat vakuolizaci epitelovych bunék
zaludku.

VySetfeni umoziiuje stanovit protilatky ve tfidé IgG a IgA a identifikovat specifitu téchto
protilatek proti konkrétnim vybranym diagnosticky relevantnim antigentim této bakterie.

Oznaceni na zadance: Helicobacter pylori CagA - blot IgG, IgA (Zadanka ,,antiinfekéni
imunita®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Antigeny jsou rozdéleny do tii skupin:

1. skupina: antigeny se zkiiZenou reaktivitou a nedefinované antigeny s molekulovou vahou
41, 50, 54, 57, 67 a 75 kDa

2. skupina: ureasa B (66 kDa)
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3. skupina: druhové specifické antigeny s molekulovou vahou 17, 19, 26 (p26), 29 (p29 urea
A), 30, 33, 95 (VacA) a 120 kDa (CagA)

Pro IgA plati:

negativni - zadny antigen nebo néktery slabé vyrazny antigen 1. a 2. skupiny nebo jeden
slabé vyrazny antigen ze 3. skupiny

hrani¢ni - minimalné dva slabé antigeny ze 2. nebo 3. skupiny nebo vyrazny typicky
antigen ze 3. skupiny

pozitivni - minimaln¢ dva vyrazni typické antigeny ze 2. nebo 3. skupiny

Pro IgG plati:

negativni - zadny antigen nebo néktery slabé vyrazny antigen 1. a 2. skupiny nebo jeden
slabé vyrazny antigen ze 3. skupiny

hrani¢ni - vyrazny antigen 3. skupiny nebo minimalné dva slabé vyrazné antigeny
3. skupiny

pozitivni - minimaln¢ dva vyrazné antigeny 3. skupiny

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;ji

Provadi se:
1x za 14 dni podle poctu pacientti

5.8.11 Listeria monocytogenes — protilatky

Metoda stanoveni: ptima aglutinace

Vyznam stanoveni:

Listeriéoza je onemocnéni pievazn€ alimentarniho plivodu, pfendsené ze zvirat na Cloveéka
nedokonale tepelné opracovanymi potravinami (maso, mléko, syry, zelenina). Listerie se
vV kontaminovanych potravindch mnozi 1 pfi chladirenskych teplotdch. Zavazné jsou
generalizované formy infekce (meningitida, sepse), které se objevuji u oslabenych jedinct,
napf. pfi imunosupresi po transplantacich, u naddorovych onemocnéni, starSich lidi, diabetik,
novorozencl. Vysoce rizikovou skupinou jsou t¢hotné Zeny. Plod se miize nakazit
transplacentarnim pfenosem od 10. tydne gestace. Novorozenec se muze nakazit i pfi
prichodu porodnimi cestami. Infekce u téhotné obvykle probihd subklinicky, ptipadné
S mirnymi chiipkovymi projevy.

Pfi vySetfeni je dulezité sledovat dynamiku tvorby protilatek v odbérech s odstupem 5 — 10
dnt. U listerii se pomérné Casto vyskytuji zkiizené reakce napt. s enterokoky a stafylokoky,
nizké a stabilni titry protilatek (do 160) jsou proto v populaci bézné.

Oznadeni na zadance: zoondzy - Listeria monocytogenes O — I, Il, O -V
(zadanka ,,antiinfek¢ni imunita“)

VySetfovany material:
venozni srazliva krev nebo sérum
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Odbér a transport materialu:
Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Pro antigenni piibuznost L. monocytogenes s nékterymi béznymi patogeny (stafylokoky,
enterokoky) je hodnoceni sérologickych vysledkii obtizné. Titry do 160 se povazuji za
suspektni a od 320 za diagnosticky prikazné.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.8.12 Salmonella — protilatky (screen)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Salmonely jsou plvodci gastroenteritidy a tyfoidni horecky a celosvétové patii mezi
nejvyznamngéjsi patogeny zpusobujici onemocnéni z potravin. Rod Salmonella patii do celedi
Enterobacteriaceae, je to fakultativné anaerobni, nesporulujici, gramnegativni ty¢inka
velikosti 0,7 — 1,5 x 2 — 5 um. Salmonely jsou pohyblivé diky 4 — 5 peritrichalnim bi¢ikdm (s
vyjimkou S. pullorum a S. gallinarum), povrch téla vétSiny salmonel je pokryt fimbriemi
adhezivniho typu.

V praxi Ize salmonely rozdélit na sérotypy, které jsou primarné patogenni pro ¢lovéka a jsou
pii¢inou zavaznych systémovych onemocnéni - tyfu a paratyfu (sérotypy Typhi a Paratyphi) a
dale na plvodce tzv. salmoneléz — tj. prijmovych onemocnéni, zplsobenych pfevazné
zoopatogennimi kmeny salmonel. Zoopatogenni salmonely jsou v soufasné dobé spolu
s kampylobaktery nejcastéjSimi plvodci bakteridlnich stfevnich nakaz. Za vhodnych
podminek se rychle mnozi v potravinach.

Pfi vySetfeni Salmonella Screen se stanovuji protilatky proti S. typhimurium, S. enteritidis a
Salmonella typhi.

Oznaceni na zadance: Salmonella typhi, enterica — protilatky
(zadanka ,,antiinfek¢ni imunita®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Pozitivni / hrani¢ni / negativni

Vysledky ziskané pomoci tohoto stanoveni nejsou diagnostickym dikazem ptitomnosti nebo
nepfitomnosti onemocnéni. Pozitivni vysledek naznacuje urCité onemocnéni, které musi byt
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potvrzeno klinickymi nalezy a dalsSimi sérologickymi testy. Negativni vysledek miize byt
naopak v ¢asném stadiu infekce.

Omezeni a interference:
hemolytické a lipemické vzorky nejsou pro stanoveni vhodné

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacienti

5.8.13 Salmonella typhi Vi - protilatky

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Oc¢kovani purifikovanym antigenem Vi (kapsuldrni polysacharid) mize chranit dospélé a déti
starS§i dvou let proti bfisnimu tyfu. Specifickd odpovéd’ pacienta na ockovéani by méla byt
vyhodnocena stanovenim hladiny protilatek IgG v séru pied a po vakcinaci.

Oznaceni na zadance: Salmonella typhi Vi — protilatky
(zadanka ,,antiinfek¢ni imunita®)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Metoda je urcena ke stanoveni hladiny protilatek po vakcinaci u pacientii s podezienim na
imunodeficienci.

Omezeni a interference:
hemolytické a lipemické vzorky nejsou pro stanoveni vhodné

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientii

5.8.14 Streptococcus pneumoniae — protilatky proti kapsularnimu polysacharidu

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Streptococcus pneumoniae muze vyvolat pneumonii, meningitidu, sepsi. Ohrozuje zejména
nemocné se snizenou funk¢éni kapacitou sleziny (hyposplenismus, splenektomie,
hematologické malignity), malé déti a starSi osoby. Hlavnim faktorem patogenity S.
pneumoniae je pouzdro, které brani fagocytoze. Fagocytozu opouzdiené bakterie umoziuje
opsonizace pomoci protilatek proti kapsuldrnimu (pouzdernému) polysacharidu (PCP) ve
spolupraci s komplementem. VVzhledem k protektivnimu efektu téchto protilatek se PCP uziva
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k vakcinaci. Vakcina vpravuje do téla 23 polysacharidi izolovanych ze S. pneumoniae. Tyto
polysacharidy reprezentuji pfiblizné 80% bézné se vyskytujicich virulentnich sérotypt.
Stanoveni protilatek pfed a po ofkovani umoznuje hodnotit uspesnost imunizace. Hladina
protilatek odrazi i funkci imunitniho systému, reaktivitu na antigeny polysacharidového
charakteru.

Oznaceni na zaddance: Streptococcus pneumoniae IgG (zadanka ,,antiinfekéni imunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Normalni hodnota je v rozmezi od 20 do 200 mg/1.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;ji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli

5.8.15 Treponema pallidum — rychla reaginova reakce (RRR)

Metoda stanoveni: aglutinace

Vyznam stanoveni:

Jedna se o netreponemovy test slouZici k prikazu syfilis. Test prokazuje tzv. reaginy, coz jsou
protilatky proti Wassermanoveé antigenu. RRR spolu s TPHA predstavuji dva zékladni
vyhledévaci testy pro lues, které jsou doporu¢eny WHO. Povinnému screeningovému
vySetieni podléhaji t¢hotné Zeny v prvnim trimestru t¢hotenstvi, pupecnikova krev zachycena
pfi porodu, novorozenci nemocnych matek, krevni darci a darci organti. Protilatky v séru jsou
testem RRR detekovatelné za 1 — 2 tydny po infekci, v likvoru po 4 — 8 tydnech. Test je
pozitivni v aktivni fazi onemocnéni, naopak v latentni fadzi mulze ptejit i bez 1écby do
negativity. FaleSné pozitivni vysledky testu se mohou vyskytnout napf. u systémovych
onemocnéni pojiva, antifosfolipidového syndromu, jinych infekci (malarie, lepra,
mononukle6za, spalnicky, borelioza), v t€hotenstvi. Pozitivni ndlez musi byt konfirmovan,
napf. imunofluorescenci.

Oznaceni na zddance: RPR (zddanka ,,antiinfek¢éni imunita®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum; likvor
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
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Pozitivni / negativni; v pfipadé pozitivity lze stanovit titr.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
denné od pondéli do patku, lze vySettit i STATIM v rezimu 24/365

5.8.16 Treponema pallidum — hemaglutinace (TPHA)

Metoda stanoveni: nepiima hemaglutinace

Vyznam stanoveni:

TPHA prokazuje protilatky proti treponemovym antigenim. Po prodélané infekci test zlistava
dlouhodobé pozitivni. Nespecificky pozitivni reakce se mohou vyskytnout u nékterych
autoimunitnich onemocnéni, infekci dychacich cest, infekei zptisobenych jinymi spirochetami
(borelie, leptospira), u maléarie atd. Pozitivni vysledky testu davaji i protilatky proti
nepatogennim treponemam. Pozitivni nalez proto musi byt konfirmovan jinym testem, napf.
imunofluorescenci.

Oznaceni na zadance: TPHA (z4danka ,,antiinfek¢éni imunita®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum; likvor
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni; stanoveni pomoci titri se doporucuje pii vySetieni likvoru

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
denné od pondéli do patku, 1ze vySettit i STATIM v rezimu 24/365

5.8.17 Treponema pallidum — imunofluorescence (FTA)

Metoda stanoveni: nepfimd imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Jednd se o zdkladni konfirmacni test v diagnostice syfilis, ktery se aplikuje v pifipadé
pozitivity nebo nejednoznacného vysledku screeningovych testli (RRR a TPHA). VySetiovana
séra jsou pred provedenim testu vysycovana pomoci sonikatu T. phagedenis. Jsou tak
vysyceny protilatky proti nepatogennim saprofytickym treponemam (T. macrodentium, T.
orale, T. denticola aj.) a test dale prokazuje pouze protilatky proti treponemam patogennim.
Test ale neodlisi protilatky proti T. pallidum od protilatek u tropickych treponematdz.
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V primarnim stadiu syfilis je test pozitivni u 85% ptipadl, ve druhém a tretim az ve 100%
ptipadd, v latentnim v 95%. FTA test zlistava pozitivni i po terapii. Ve tiid¢ IgM test ptispiva
k diagnostice kongenitalni syfilis. IgM protilatky, na rozdil od protilatek ve tfid¢ IgG,
neprojdou neporusenou placentarni bariérou z krve matky do krevniho ob&hu plodu. Pozitivita
ve tfid¢ IgM sveédEi pro onemocnéni plodu.

I u této metody lze najit urcité malé procento nespecifickych pozitivit (v nizkém titru) a to
napf. u pacientl s paraproteinémii, hypergamaglobulinémii nebo autoimunitnim
onemocnénim.

Oznaceni na zddance: FTA — Abs IgG, IgM (zadanka ,,antiinfek¢ni imunita“)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referencéni meze:
Pozitivni / negativni; pozitivni vysledek se udava ve formé titru

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientd

5.8.18 Treponema pallidum — specifické protilatky proti IsG, IsM (ELISA)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

VySetteni lze pouzit jako podpurné, dopliujici zakladni sérologické testy tvoiené RRR,
TPHA a FTA. Stanoveni ve tfidé IgM napomaha rozlisit dfive prob¢hlou infekci od soucasné
nebo nedavno probchlé. Umoziiuje detekovat Casnou protilatkovou odpovéd u primarni
syfilis, pfispiva k diagnostice kongenitalni syfilis.

Stanoveni ve tfid¢ IgG mlze napomoci pfi nejasnych vysledcich FTA a TPHA.

Oznaceni na zadance: Treponema pallidum - lues IgG, IgM ELISA (zadanka ,,antiinfek¢ni
imunita®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / negativni
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Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za tyden podle poctu pacientii

5.8.19 Treponema pallidum — imunoblot

Metoda stanoveni: imunoblot

Vyznam stanoveni:
Vysetfeni umoznuje stanovit protilatky ve tfidé IgG a IgM a identifikovat specifitu téchto
protilatek proti konkrétnim vybranym diagnosticky relevantnim antigenim této bakterie.
Ptitomnost protilatek daného isotypu umozni stanovit stddium onemocnéni. Tento test je
vétsSinou vyuzivan ke konfirmaci v piipad¢€ neshody v ostatnich vyse uvedenych testech. Séra
pacientd s jinymi chorobami, které zplsobuji spirochety (napf. boreliéza aj.) mohou
vykazovat nespecificky pozitivni vysledky.
Oznaceni na zadance: Treponema pallidum - lues imunoblot IgG, IgM

(zadanka ,,antiinfek¢ni imunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Hodnoceni je stejné pro tfidu IgG 1 IgM, je slovni, zaloZené na viditelnych liniich na blotové
membrang (pozitivni / hrani¢ni / negativni)

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuyi

Provadi se:
na vyzadani do druhého dne, jinak do 1 mésice podle poctu pacientd

5.8.20 Yersinia enterocolitica — protilatky

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Yersinie jsou Siroce rozsitené bakterie mezi domacimi i divokymi zvitaty (skot, vysoka zvér,
prasata, ptaci). Clovék se nejéastdji nakazi alimentirni cestou (maso, mléko, voda aj.).
Inkubacni doba je 1 — 14 dnd. Projevuje se silnymi stfevnimi potizemi pfipominajicimi
apendicitidu, bolesti hlavy, myalgii, zvySenou sedimentaci a leukocytéozou. Mlze se objevit i
septikémie, endokarditida, meningitida, pneumonie, faringitida, plicni a rendlni abscesy.
Mohou se projevit i ¢etné postinfekéni komplikace ( napf. revmatické projevy).
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U akutni infekce je charakteristicky nejméné Ctyfnasobny narast titru protilatek pii vysetieni
parovych vzorkl odebranych s odstupem 2 — 3 tydnt. Nizké titry mohou pretrvavat i né€kolik
let po infekci, dlouhodobé vysoké titry mohou znamenat perzistenci bakterie v organismu.

Oznaceni na zddance: zoondzy - Yersinia enterocolitica O3 (zadanka ,,antiinfek¢ni imunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referencni meze:
negativni <16 IU/ml

hrani¢ni 16 — 21 1U/ml

pozitivni  >22 [U/ml

Omezeni a interference:

hemolyticka a lipemické séra nejsou vhodna
Provadi se:

1x za 2 tydny podle poctu pacientd

5.8.21 Cryptococcus neoformans — prikaz antisenu

Metoda stanoveni: aglutinace

Vyznam stanoveni:

Cryptococcus neoformans muze zpisobit infekéni onemocnéni (kryptokézu) obvykle
S primdrnim loZiskem v plicich a s charakteristickym Sifenim na mozkové pleny a ojedinéle
do ledvin, prostaty, jater, kosti a klize. Onemocnéni se vyskytuje sporadicky. Je zaznamenam
2x Cast&jsi vyskyt u muzi ve véku 40 — 60 let v porovnani se Zenami. Velmi Casty vyskyt je u
imunokompromitovanych nemocnych, pfedev§im nemocni s AIDS ¢i hematologickymi
malignitami. Zplsob pfenosu je hlavné inhala¢ni cestou, inkuba¢ni doba neni zcela znama, u
plicnich onemocnéni a postizeni CNS jsou uddvany mésice az roky. Lécba spociva
V systémové antimykotické terapii. Je Uspé€Sna u 85% pacientl, ktefi nemaji AIDS. U
nemocnych s timto syndromem klesa na 50% tspéSnosti.

Oznaceni na zadance: Cryptococcus neoformans — antigen (zadanka ,,antiinfek¢ni imunita“)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum, likvor, BAL, mo¢
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pozitivni / hrani¢ni / negativni, na vyzadani titr

Omezeni a interference:
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hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
vysledek je dostupny do dvou dntl od zadani pozadavku

5.8.22 Quantiferon TB Gold

Metoda stanoveni: inkubace a nasledna ELISA

Vyznam stanoveni:

Pomoci genomické a proteomické analyzy byly identifikovany proteiny ESAT 6, CFP 10 a
TB7.7, které jsou specifické pro patogenni druhy komplexu Mycobacterium tuberculosis a
nevyskytuji se ve vakcinacnich kmenech BCG ani v netuberkuléznich mykobakteriich
(s vyjimkou M. kansassii, M. szulgai a M. marinum). V pfipadé¢ infekce M. tuberculosis ma
pacient v krvi efektorové Thl T lymfocyty, které po stimulaci témito mykobakterialnimi
antigeny in vitro produkuji interferon y. Jeho koncentrace je poté stanovena imunochemicky
(ELISA).

Oznaceni na zadance: vySetfeni ma specialni zddanku

VySetfovany material:

nesrazliva krev

Odbér:

Ctyii zkumavky (1. NIL kontrola /Sedé vicko/, 2. TB1 — specifické antigeny /zelené vicko/, 3.
TB2 — specifické antigeny /zluté vicko/, 4. MITogen kontrola /fialové vicko/) se spolu se
specialni Zadankou zasilaji 1€kati na vyzadani (tel. 495 832 607). Do vSech zkumavek se
odebere po 1 ml krve (ryska na zkumavce), zapiSe se na né¢ ¢as odbéru, obsah zkumavek se
dukladné¢, ale opatrné promicha.

Manipulace s materidlem a transport:

Zkumavky se okamzité zaslou s vyplnénou zadankou do laboratofe UKIA (potrubni posta
7171). Pokud nelze materidl okamzité€ zaslat (odbér je uskutecnén mimo FN), lze naplnéné
zkumavky skladovat pii pokejové!!! teploté, ale k zaslani do laboratofe musi dojit do
16 hodin od odbéru (odbér je nejvhodné;si provést tésné pied svozem materialu).

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Pozitivni/ hrani¢ni/ negativni

Jsou uvedeny naméfené koncentrace interferonu y po stimulaci specifickymi peptidy M.
tuberculosis (TB1, 2), po stimulaci mitogenem (MIT) a hodnota kontroly bez antigenu (NIL)
v IU/ml.

V souhrnném hodnoceni je uvedena pravdépodobnost nebo nepravdépodobnost infekce.

Provadi se:
2x tydné podle poctu pacientt

5.8.23 Stanoveni po¢tu senzibilizovanvych efektorovvch T-lymfocyti metodou ELISPOT
u diagnostiky TBC
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Metoda stanoveni: separace mononuklearnich bun¢k (PBMC) a nasledny ELISPOT test

Vyznam stanoveni:

Pomoci genomické a proteomické analyzy byly identifikovany proteiny ESAT 6, CFP 10 a
TB7.7, které jsou specifické pro patogenni druhy komplexu Mycobacterium tuberculosis a
nevyskytuji se ve vakcina¢nich kmenech BCG ani v netuberkuldéznich mykobakteriich
(s vyjimkou M. kansassii, M. szulgai, M. marinum a M. gordonae). V pfipad¢ infekce M.
tuberculosis ma pacient v krvi efektorové Thl T lymfocyty specifické pro Mycobacterium
tuberculosis.

Oznaceni na zadance: Mycobacterium tuberculosis — T spot TB
(zadanka ,,antiinfek¢ni imunita® a ,,bunécna imunita“)

Vysetfovany material:

nesrazliva krev odebrana do heparinu (15 ml)

Odbér:

utery — ¢tvrtek; sklo nebo plast s upravou (heparin); vhodny je odbér rano nala¢no

Manipulace s materialem a transport:

Obsah zkumavky se musi opakovanym obracenim promichat, skladuji se pii pokojové teploté
ve vertikalni poloze, oznacené datem a Casem odbéru na zaddance. Doprava do laboratofe
ihned po odbéru, nejdéle vSak do 13 hodin téhoz dne.

Hodnoceni vysledku, referencéni meze:
Pozitivni/ hrani¢ni/ neur¢ity/ negativni

Provadi se:
utery — Ctvrtek

5.8.24 Quantiferon CMV

Metoda stanoveni: inkubace a nasledna ELISA

Vyznam stanoveni:

CMV je herpes virus, kterym je infikovano 50-85% dospélych osob v populaci. Je ¢astou
komplikaci pfi imunosupresivni 1é¢b¢, zejména po transplantacich organti. Soucasné zpisoby
imunosupresivni 1é¢by pouZivané k zabrané€ni odmitnuti transplantovaného orgdnu mayji
zhoubny vliv na T-lymfocyty a buné€nou imunitni odpovéd’, coz ma za nasledek zvySenou
nachylnost k virovym infekcim po transplantaci.

Krev osob infikovanych virem CMV obvykle obsahuje lymfocyty CD8+, které rozpoznavaji
peptidové antigeny CMV. Tento proces zahrnuje tvorbu a produkci cytokinu IFN-y. Jeho
detekce je zdkladem vySetteni.

QuantiFERON — CMV ELISA je in vitro analyza s pouzitim smé&si peptidi simulujici
bilkoviny lidského cytomegaloviru ke stimulaci bun¢k v heparinizované plné krvi. Detekce
interferonu-gamma (IFN-y) pomoci testu ELISA se pouziva ke kvantifikaci in-vitro reakci na
tyto peptidové antigeny, které souviseji s kontrolouimunitni reakce na infekci CMV. Ztrata
imunitni funkce mize souviset s rozvojem onemocnéni cytomegalovirem. Test QF-CMV je
urcen k monitorovani Girovné imunity pacienta proti CMV.
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Test QF-CMV neni testem k urceni infekce a nemél by byt pouzivan k vylou¢eni moznosti
infekce CMV.

Oznaceni na zaddance: vySetieni ma specialni zddanku

VySetiovany material:

nesrazliva krev

Odbér:

Tti zkumavky (1. NIL kontrola /Sedé vicko/, 2. CMV antigen /modré vicko/, 3. MITogen
kontrola /fialové vicko/) se spolu se specialni zadankou zasilaji 1ékafi na vyzadani (tel.
495 832 607). Do vsech zkumavek se odebere po 1 ml krve (ryska na zkumavce), zapiSe se na
n¢ Cas odbéru, obsah zkumavek se dikladné, ale opatrné promicha.

Manipulace s materialem a transport:

Zkumavky se okamZité zaslou s vyplnénou zadankou do laboratote UKIA (potrubni posta
7171). Pokud nelze material okamzité zaslat (odbér je uskutecnén mimo FN), Ize naplnéné
zkumavky skladovat pii pokojové teploté, ale k zaslani do laboratofe musi dojit do 16 hodin
od odbéru (odbér je nejvhodnéjsi provést tésné pied svozem materialu).

Hodnoceni vysledku, referencéni meze:

Pozitivni/ nejednoznacny/ negativni

Jsou uvedeny naméfené koncentrace interferonu y po stimulaci antigeny CMV, po stimulaci
mitogenem (MIT) a hodnota kontroly bez antigenu (NIL) v IU/ml.

V souhrnném hodnoceni je uvedena pravdépodobnost nebo nepravdépodobnost detekce
CMV.

Provadi se:
1x tydné podle poctu pacientti

5.9 Primy a neprimy prukaz mykotickvch infekci

5.9.1 Asperqillus — specifické protilatky

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Plisné rodu Aspergillus se bézné nachazeji v prirodé. Vysoké koncentrace ve vzduchu byvaji
uvnitf mistnosti, nemocnic, na stavenistich a v klimatizaci. Pfechodné se mohou objevit
V respiracnim a gastrointestinalnim traktu. Mezi klinické formy a symptomy aspergilozy patii
aspergilom, bronchidlni astma, bronchopneumonie, sinusitida aj. Dalsi formou je invazivni
aspergiloza srozsevem do riznych organt, zavazna je nosokomidlni infekce ohrozujici
rizikové pacienty (leukémie, transplantace kostni dien€). Pro diagnostické ucely je vhodna
kombinace prikazu specifickych protilatek s testem priikkazu antigenu v séru.

Oznaceni na zadance: protilatky proti A. niger, A. nidulans, A. terreus, A. flavus, A.
fumigatus (Zadanka ,,antiinfekéni imunita“)

VySetfovany material:
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vendzni srazliva krev nebo sérum; vendzni nesrazlivd krev (EDTA, heparin, citrat) nebo
plazma

Odbér a transport materialu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

negativni <5AU/ml
hrani¢ni 5-10 AU/ml
pozitivni > 10 AU/ml

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientl

5.9.2 Asperqillus — prikaz galaktomannanového antigsenu

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Galaktomannan se Vv séru v pribéhu aspergilézy objevi na piechodnou dobu. Je rychle
eliminovan vzhledem k tvorbé imunokomplext, exkreci moci a endocytdze. Zména antigenu
V organismu z4avisi na stupni diseminace. Definitivni diagndéza by méla byt zaloZena na
kultivaci a  histopatologickém  vySetfeni. Stanoveni ma zvlaStni vyznam u
imunokompromitovanych  pacientl  (organové transplantace, imunodeficitni stavy,
protinddorova terapie) s podezienim na systémovou aspergilozu, kde je vhodnéjSim testem
nez prikaz specifickych protilatek.

Oznaceni na Zadance: galaktomanan antigen Aspergillus (zadanka ,,antiinfekéni imunita“)

Vysetfovany material:

vendzni srazliva krev nebo sérum, BAL (nevhodnym materialem je moc a likvor)
Odbér a transport materidlu:

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Vysledek je vyjadien pomoci indexu :

negativni <05
pozitivni >0,5
Pozn.

Situace, kdy mize dojit k falesné negativnimu vysledku:

Negativni vysledek izolovaného testu nevylucuje invazivni aspergilozu. Je doporuceno u
pacientu v riziku provadet vysetieni opakované — minimalné 2x behem tydne. Pri vySetieni sér
pacientii s chronickou granulomatozni chorobou a Jobovym syndromem miize dojit ke snizeni
detekovanych hladin galaktomananu. Soubézné podavani antifungialni terapie muzZe sniZit
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senzitivitu testu. Antigeny dalsich rodit hub, napv. Penicilium, Alternaria, Paecilomyces,
Geotrichum a Histoplasma, mohou v nékterych pripadech ovliviiovat vysledek testu.

Situace, kdy miize dojit k pozitivnimu vysledku bez klinickych priznakii:

Test neni validovan pro pouZiti u novorozencu a malych deéti, kde se mohou sporadicky objevit
pozitivni vysledky bez klinickych priznaki. Galaktofuranosa je pritomna v mnohych
potravinach: ceredliich, ceredlnich produktech, smetanovych desertech. Lidské mléko a
humanizovana mléka obsahuji casto velké koncentrace galaktomananu.

Pozitivni vysledek testu Ize ziskat ze sér pacientii, kteri dostavaji piperacillin/tazobactam. Pri
interpretaci pozitivnich vysledkii u téchto pacientii je treba zvysené obezretnosti. Detekce
galaktomananu byla zaznamendna u nékterych skupin amixicilinit asociovanych s kyselinou
klavulonovou. Z tohoto ditvodu je tireba pri interpretaci vysledku vzit v uvahu pouzivini semi-
laktamovych preparatii.

Galaktomanan muze byt pritomen v ruznych prepardtech pouzivanych pro parenteralni i
oralni aplikaci, jejichz biotechnologicka vyroba je zalozena na vyuziti fungalnich
mikroorganismii.

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
2x za tyden a v rezimu statim

5.9.3 Candida albicans — specifické protilatky

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Vysettuji se protilatky proti kvasinkam Candida albicans a C.crusei. Candida je béznym
mykoorganismem osidlujicim kiZi, vaginu, orointestinalni trakt. Za urcitych podminek, pfi
vzestupu virulence mykoorganismu a/nebo poklesu odolnosti lidského organismu (tézka
celkova onemocnéni — diabetes, tumory, imunodeficity, 1écba imunosupresivy), vSak muze
zpusobit povrchovou mykézu klize a sliznic, ale 1 Zivot ohrozujici diseminovanou mykoézu.
Rod Candida je nejcastéjsim ptvodcem systémovych mykoz, ptivodcem nosokomialnich
nakaz. Prikaz protilatek se uplatiiuje u diseminovanych forem kandidézy a sepsi,
k monitorovani pacienti ohrozenych vznikem systémovych mykoz. Samotna detekce
protilatek, zejména Vv niz§ich koncentracich, neni obvykle dostate¢né specifickou znamkou
infekce. Tvorba protilatek mulze reflektovat kontakt s patogenem bez klinické odpovédi.
Vzhledem k mensi citlivosti metody dvojité radialni imunodifuze vSak pozitivni vysledek
testu davaji pouze vysoké titry protilatek. Pro optimalni diagnostiku je vhodné doplnit prikaz
protilatek o prikaz antigenu.

Oznaceni na Zadance: protilatky proti Candida albicans, protilatky proti Candida crusei
(Zzadanka ,,antiinfek¢éni imunita®)

VySetiovany material:
venozni srazliva krev nebo sérum; vendzni nesrazliva krev nebo plazma (citrat, heparin nebo
EDTA)
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Odbér a transport materialu:
Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

negativni <5 UA/mI
hrani¢ni 5-10 UA/mI
pozitivni > 10 UA/ml

Stanoveni miize poskytovat faleSn¢ pozitivni vysledky v nasledujicich ptipadech:
e pokud pacientské vzorky obsahuji > 60 g/l lidskych Ig
e un¢kterych vzorki pozitivnich na RF
e u né¢kterych vzorka pozitivnich na protilatky proti ds-DNA
e u né¢kterych vzorka pozitivnich na protilatky proti Aspergillus

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientd

5.9.4 Candida albicans — priukaz antigenu

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Prikaz antigenu C. albicans v séru se uziva u diseminovanych forem kandidoz a sepsi. Vyssi
hladiny antigenu svéd¢éi s velkou pravdépodobnosti pro invazivni kandidézu, jsou vsak
pifitomny pouze u 19 — 71% pacientd. Vhodné je opakovat vysetteni. Nizké hladiny antigenu
mohou doprovazet superficialni mykozu sliznic a kize.

Oznaceni na zddance: manan antigen Candida albicans (zddanka ,,antiinfek¢ni imunita®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referen¢ni meze:
Index pozitivity: negativni <1

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferu;i

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientli
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5.10 Alergologie

5.10.1 IsE, specifické protilatky proti konkrétnim alergenum

Metoda stanoveni: luminiscen¢ni enzymoimunoanalyza (LEIA)

Vyznam stanoveni:
V soucasné dob¢é je stanoveni koncentrace specifickych IgE protilatek v periferni krvi
nejrozSitenéjSim a nejpouzivangjSim in vitro testem pro diagnostiku alergii
zprostiedkovanych IgE. Vyznam a uvazenost indikace tohoto laboratorniho vysetfeni musi
byt posuzovéna individudln¢ a zodpoveédné. Je tfeba zduraznit, ze interpretaci vysledku je
vzdy nutno provadét spolecné s posouzenim klinického stavu pacienta, piipadné 1
S posouzenim vysledkt koznich testu.
Vysetteni specifickych IgE protilatek je diagnostickou metodou volby zejména v téchto
situacich:
e u pacientl s n€kterymi koznimi chorobami branicimi provedeni koznich test
e u pacientil s onemocnénim, které neumoziuje vysadit 1éky interferujici s vysledkem
koznich testa
e v situacich, kdy neni k dispozici kvalitni extrakt k provedeni kozniho testu nebo kdy
kozni testy davaji méné spolehlivé vysledky (napt. nékteré potravinové alergie aj.)
e pii vyrazné diskrepanci mezi idaji anamnestickymi a vysledkem koznich testd
e pro potvrzeni relevantniho alergenu pied zahdjenim specifické imunoterapie nebo
stupné citlivosti pfi ukonceni imunoterapie
e pii odivodnénych obavach z velkého rizika anafylaktické reakce pii provadéni
kozZnich testa
e pii vySetfeni siln€ nespolupracujici osoby (mentdln¢ nebo somaticky postizené)
e Vv situaci nutného vySetteni ditéte, jehoz vék nedovoluje pouziti kozniho testu

Toto vySetieni neni vhodné provadét v téchto situacich:

e tam, kde se apriorné¢ oCekava reakce zprostiedkovana IgE (napt. nékteré polékoveé
reakce)

e roztestovavat jednotlivé alergeny tam, kde se predpoklada vyrazna zkiizena reaktivita
téchto alergenti (napt. pyly nékterych celedi rostlin). Zde je ve vétSiné pripadl
vhodnéjsi pouzit jeden smésny alergen

e provadét vysetfeni bezprostredné po anafylaktické reakci (napf. hmyzi jed, léky),
protoze existuje refrakterni perioda; vhodné je odlozit vySetieni o nékolik tydnt

Oznaceni na zaddance: na zaddance je uvedena ramcova nabidka alergentl, pozadavek
na vySetieni spec. IgE proti dal§im alergeniim je moZno vypsat;
je mozna 1 telefonick4 konzultace s laboratofi, popt. s ambulantnim
lékatem — alergologem
(zadanka ,,alergologie®)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1
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Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Normalni hodnoty pro vSechny vysetiované alergeny jsou do 0,35 TU/ml.
Omezeni a interference:

hemolyticka a lipemické séra nejsou vhodna

Provadi se:
3 — 4x za tyden podle poctu pacientii

Poznamka:
Specialni alergeny, které nejsou soucasti zakladniho panelu vysetieni, se provadéji metodou

ELISA na mikrotitra¢ni desticce. Normalni hodnoty jsou do 0,35 1U/ml.

5.10.2 Eosinofilni kationicky protein (ECP)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:
Eosinofilni kationicky protein (ECP), eosinofily tvofeny neurotoxin (EDN) a hlavni bazicky
protein (MBP) jsou znamé jako hlavni proteinové mediatory produkované aktivovanymi
eosinofily. ECP a EDN se nalézaji v matrix granul v eosinofilech, zatimco MBP se naléza
Vv jejich kaife. ECP a EDN patfi do skupiny ribonukledz A. ECP a MBP maji vysokou
cytotoxicitu. Tyto tfi bilkoviny jsou vysoce kationické. Aktivovany eosinofil hraje dileZzitou
ulohu pfi pozdni astmatické odpoveédi a zanétu dychacich cest pti astmatu. ECP je vylu¢ovan
aktivovanymi eosinofily, mize proto byt markerem aktivace eosinofili i jejich degranulace.
Vyuziti stanoveni ECP:

e sledovani zanétlivé aktivace astmatika
sledovani priibéhu a tize chronicky probihajiciho alergického zanétu
monitorovani Uspé$nosti 1écby astmatika (kortikoterapie)
pfi expozici alergenu (pyly, prachy) ECP stoupa
sledovani u¢innosti hyposenzibiliza¢ni 1écby

Oznaceni na Zadance: ECP (zadanka ,,alergologie* a ,,sérové proteiny*)

VySetfovany material:

venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vvsledku, referenéni meze:

negativni <15 ng/ml
hrani¢ni 15— 20 ng/ml
pozitivni > 20 ng/ml

Vyrobce udava normalni hodnoty < 16 ng/ml.

Omezeni a interference:
hemolyticka a lipemické séra nejsou vhodna
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Provadi se:
1x za tyden podle poctu pacientl

5.10.3 IsG, specifické protilatky proti konkrétnim alergenim a antisenum

Metoda stanoveni: LEIA nebo FEIA (CAP systém Pharmacia)

Vyznam stanoveni:

Mezi tato vySetfeni patii stanoveni specifickych IgG protildtek proti potravinovym antigenim
v ramci diagnostiky potravinovych intoleranci, kde slouzi jako pomocny ukazatel dopliujici
dalsi testy. Dals$i pouziti ma toto stanoveni pii predikci reakci na ockovani bakteridlnimi
vakcinami a v neposledni fad¢ slouzi tento test k hodnoceni jinych typt piecitlivélosti nez
zprostiedkovanych IgE (reakce na léky apod.). VysSetfeni specifickych IgG protilatek je
mozné stejné jako v piipadé specifickych IgGs protilatek pouzit k monitorovani specifické
imunoterapie alergenem a hodnoceni tispésnosti této terapie.

Oznaceni na zadance: vzhledem k omezené nabidce alergent a antigend pro tento test je
vhodné se predem domluvit s laboratofi na konkrétni spolupraci

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Vysledky jsou udavany v mg/l specifického IgG

Provadi se:
po telefonické domluvé

5.10.4 Stanoveni specifickvch IgE proti rekombinantnim a nativnim molekularné
definovanym alergenim metodou ImmunoCAP

Metoda stanoveni: FEIA (CAP systém Pharmacia)

Vyznam stanoveni:

Molekularni alergenova diagnostika poskytuje relevantni informace a hraje dileZitou roli ve
ttech aspektech diagnostiky alergie: vysvétleni kiiZzové reaktivity (rozliSeni skute¢né
senzibilizace na urcity alergenovy zdroj od senzibilizace zptsobené kiizove reagujicimi IgE
protilatkami), vybér pacient a vhodnych alergenti pro AIT a odhad rizika systémové reakce.

Oznaceni na zddance: na zadance je uvedena ramcova nabidka alergenti, pozadavek
na vySetieni spec. IgE proti dal$im alergeniim je mozno vypsat;
je mozna 1 telefonickd konzultace s laboratofi (Zddanka ,,alergologie*)

VySetfovany material:
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vendzni srazliva krev nebo sérum; nesrazliva krev nebo plazma
Odbér a transport materidlu:
Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referen¢ni meze:
Normalni hodnoty jsou v rozmezi 0 az 0,35 [U/ml.

Omezeni a interference:
hemolyticka a lipemické séra nejsou vhodna

Provadi se:
1x za mésic podle poctu pacientd

5.10.5 Stanoveni specifického IE proti jednotlivym molekularné definovanvm
alergenim — alergenovym komponentam metodou immunoassay na pevné fazi

Metoda stanoveni: macroarray (ALEX)

Vyznam stanoveni:
Extrakty alergenii nebo molekularni alergeny, které jsou navdzany na nanocdstice, jsou
nafixovany na pevné fazi v macroarray formatu.
Seznam alergenti:

a) alergenové extrakty (117)

b) purifikované nativni komponenty (50)

¢) rekombinantni komponenty (133)
Molekularni alergenova diagnostika (stanovovani komponent) poskytuje relevantni informace
a hraje dulezitou roli ve tfech aspektech diagnostiky alergie: vysvétleni kiizové reaktivity
(rozliSeni skutecné senzibilizace na urcity alergenovy zdroj od senzibilizace zplsobené
ktizové reagujicimi IgE protilatkami), vybér pacientli a vhodnych alergenti pro AIT a odhad
rizika systémové reakce. VySetfeni pomaha zjistit pfi¢inu u multisenzibilizovanych pacientt
(po kompletnich testech a SPT), odhali potencialni riziko u potravinovych alergii, identifikuje
IgE profil u pacientl s nedostatecnou odpovédi na 1écbu, inhalac¢ni alergeny, atopicka
dermatitida, anafylaxe, HIGE syndrom.

Oznaceni na zadance: na Zadance je nutno vysetieni zaskrtnout nebo napsat macroarray nebo
ALEX

VySetfovany material:

vendzni srazliva krev nebo sérum; nesrazliva krev nebo plazma (ne do EDTA!!)
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
hodnoceni je semikvantitativni v arbitrarnich jednotkach KUA/I

Vysledky jsou vyjadireny ¢tyfmi semikvantitativnimi tfidami:
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0 (nedetekovatelné nebo velmi slabé) < 0,3

1 (slabé) >0,3az<l
2 (stfedni az vysok¢) >laz<l15
3 (velmi vysoké) >15

Omezeni a interference:
hemolyticka a lipemické séra nejsou vhodna

Provadi se:
minimalné 1x za mésic podle poctu pacientii

5.10.6 Tryptaza

Metoda stanoveni: FEIA (CAP systém Pharmacia)

Vyznam stanoveni:

Tryptaza je enzym, ktery je spolu s histaminem a s dal§imi ptisobky uvoliiovan ze zirnych
bunék po jejich aktivaci. Stanoveni hladiny tryptazy je indikovano pii aktivaci zirnych bunék,
Vv ptipadé vyskytu zarudnuti kiize, pocitli na zvraceni, otoku krku, pfi nizkém krevnim tlaku
ve spojitosti se zivot ohrozujici alergickou reakci, v ptipadé vyskytu ptiznakli mastocytozy.

Oznaceni na Zadance: tryptaza (Zadanka ,,alergologie)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referencni meze:
Normalni hodnoty jsou v rozmezi 0 az 11,4 ng/l.

Omezeni a interference:
hemolyticka a lipemické séra nejsou vhodna

Provadi se:
1x za mésic podle poctu pacientli

5.10.7 Diaminooxidaza (DAQO)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Odhaleni histaminové intolerance.

Histaminova intolerance (HIT) je disledkem nepoméru mezi piisunem a odbourdvanim
histaminu v téle. Hromadéni histaminu muze byt zpusobeno nedostate¢nou aktivitou nebo
sniZzenou koncentraci enzymu diaminooxidazy (DAO), kterd odbourava histamin.
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DAO je produkovana piednostné v bunikach traviciho traktu, proto byva sniZena u pacient
S poSkozenim stfevni sliznice, a to jak pii akutnich a chronickych zanétlivych onemocnénich
(napt. Crohnova choroba), tak i1 pii nekompenzované celiakii ¢i vleklych potravinovych
sttevnich alergiich. Snizena produkce DAO muze byt pfechodnd, méni se v ¢ase. Syndrom
HIT se vyskytuje u 2 — 3 % populace, ¢astéji jsou postizeny Zeny stfedniho véku.

Oznaceni na zddance: DAO (Zadanka ,,alergologie®)

VySetfovany material:

venoOzni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu.

Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

<3 U/ml nizka hodnota koncentrace DAO (vysoka pravdépodobnost HIT)
3—-10 U/ml hrani¢ni hodnota koncentrace DAO
> 10 U/ml zvySena hodnota koncentrace DAO (mala pravdépodobnost HIT)

Provadi se:
1x za mésic podle poctu pacientli

5.11 Biologicka 1é¢ba

5.11.1 Hladina biologik a neutralizujici protilatky (adalimumab,. infliximab)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Stanoveni hladin biologickych 1ékt (infliximab a adalimumab) a vySetfovani neutraliza¢nich
protilatek proti témto lékim se provadi u pacientl srevmatoidni artritidou, ankylozujici
spondylitidou, psoriatickou artritidou a enteropatickymi artritidami, ktefi podstupuji
biologickou 1écbu. Dale se biologicka 1écba vyuziva u nespecifickych stfevnich zanéti,
v dermatologii nebo onkologii.

Zakladnim mechanizmem uc¢inku biologické 1écby u revmatickych chorob je inhibice
cytokind. Mezi né patii zejména TNF-a, interleukin 1 a 6.

Infliximab a adalimumab byly vyvinuty kblokadé TNF-alfa. Infliximab se aplikuje
Vv nitrozilnich infuzich, adalimumab v podkoznich injekcich.

Podle studii biologickd 1écba svym plisobenim neovliviiuje a nepoSkozuje ostatni bunky a
organy lidského téla. Navic je o 75% ucinnéjsi nez klasické postupy 1écby.

Biologicka 1écba ma i urcité nezddouci UCinky, napf. alergické reakce na podané Iéky,
infekce, autoimunitni nebo neurologicka postizeni 1 malignity.

U cca 5% pacientl se vyskytuji neutralizaéni protilatky, které biologickou 1é€bu znemoziuji.

Oznaceni na zaddance: biologicka 1écba (zddanka ,,autoimunita“)

VySetfovany material:
venozni srazliva krev nebo sérum
Odbér a transport materialu:
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Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
hladina:
koncentrace adalimumabu

negativni < 0,024 ug/ml
pozitivni > 0,024 ug/ml

koncentrace infliximabu

negativni < 0,035 pg/ml
pozitivni > 0,035 pg/ml

protilatky:
adalimumab

negativni <10 AU/ml
pozitivni > 10 AU/ml

infliximab

negativni <5 AU/ml
pozitivni >5 AU/mI

Omezeni a interference:
hemolyza ani lipemie neinterferuji

Provédi se:
1x za 3 tydny podle poctu pacientli

5.11.2 Kalprotektin

Metoda stanoveni: extrakce a ELISA

Vyznam stanoveni:

Metoda slouzi k odliSeni funk¢nich a organickych poruch gastrointestinalniho traktu. Je
vhodnym ukazatelem pfi diagnostice a monitorovani terapie akutnich i1 chronickych stfevnich
zanétlivych onemocnéni — ulcerdzni kolitidy a Crohnovy choroby, nebo nekrotizujici
enterokolitidy u déti.

Oznaceni na Zadance: kalprotektin ve stolici (zddanka ,,sérové proteiny*)

VySetfovany material:

stolice (vzorek velikosti liskového ofisSku)

Odbér:

odbérova nadobka pro stolici; sklo nebo plast bez Gpravy
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Manipulace s materialem a transport:
do laboratofe musi byt material dopraven nejlépe do 24 hodin od odbéru; vhodna je teplota pti
transportu v rozmezi od 4 do 8 °C, lze 1 pti pokojové teploté

Hodnoceni vysledku, referen¢ni meze:
Stolice: negativni jsou vysledky s koncentraci kalprotektinu do 80 pg/g stolice

Omezeni a interference:

bez omezeni a interferenci
Provadi se:

1x za tyden podle poctu pacienti

B. BUNECNA IMUNITA

5.12 Fenotypizace krevnich bunék

5.12.1 Zakladni fenotypizace periferni krve

Metoda stanoveni: pratokova cytometrie

Vyznam stanoveni:
Metoda slouzi ke stanoveni relativniho poctu leukocytarnich populaci v periferni krvi na
zaklad¢ exprese jejich povrchovych markert.

Oznaceni na Zadance: zadanka ,,buné¢na imunita*

Vysetiovany material:
e vendzni nesrazliva krev odebrana do EDTA, heparinu nebo citratu
e zaroven se odebere krev na stanoveni poctu leukocytl a diferencialniho rozpoctu

Odbér:

sklo nebo plast s tpravou (heparin nebo EDTA nebo citrat)

Manipulace s materidlem:

do laboratofe musi byt material dopraven nejlépe do 2 — 5 hodin od odbéru

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
pisemna interpretace vysledkt

Normalni hodnoty:

1 — 3 mésice 3 mésice—6let | 6—17 let 17 let a vice
CD3+ 55 - 75% 55 — 75% 60 — 75% 60 — 80%
CD4+ 33 -52% 33 -52% 30 - 50% 35 -50%
CD8+ 18 — 30% 18 — 30% 20 — 35% 19 — 39%
CD19+ 19 - 35% 15 — 30% 9-17% 5-15%
NK 8-17% 8-17% 8-17% 5-23%
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Omezeni a interference:
K vypocitani absolutnich hodnot métenych populaci je nutné znat krevni obraz a diferencialni
rozpocet.

Provadi se:
denné

Doporuceni:

Tento zakladni panel je mozné doplnit fadou dalSich povrchovych i intracelularnich
diferencidlnich antigenti a jejich kombinacemi, které napomahaji blizsi specifikaci méfené
bunécné populace.

5.12.2 Imunofenotypizace bunék krevnich malignit

Metoda stanoveni: pratokova cytometrie

Vyznam stanoveni:

Cilem tohoto vySetieni je stanovit pfitomnost, liniovou pfisluSnost a piipadné i1 diferenciaéni
stupent nadorovych bunék hematopoetického ptivodu ve vzorcich kostni dfené, periferni krve,
likvoru, vypotkl, lymfatickych uzlin. U poruch krvetvorby je fenotypizace nezbytna pti
podezieni na zvrat do akutni leukémie. Urceni fenotypu nadorovych bunék akutnich leukémii
umozni ve vétsin€ piipadi sledovat rezidualni chorobu.

Oznaceni na zddance: zadanka ,,imunofenotypizace*

VySetfovany material:
nesrazliva krev, kostni dfen, likvor, vypotky, lymfatické uzliny, biopsie sliznice travici trubice

Odbér:

sklo nebo plast s tpravou (EDTA, heparin nebo citrat) pro odbér krve, ostatni sklo nebo plast
bez Gpravy

Manipulace s materialem:

do laboratofe musi byt material dopraven nejlépe do 24 hodin od odbéru

Hodnoceni vysledku, referencni meze:
pisemna interpretace vysledkil po konzultaci s oSetiujicim Iékarem

Provadi se:
denné

5.12.3 Fenotypizace bronchoalveolarni lavaze

Metoda stanoveni: pritokova cytometrie

Vyznam stanoveni:
Metoda dopliluje diagnostiku intersticidlnich plicnich onemocnéni, hlavné sarkoidézy a CFA
(idiopatické plicni fibrozy).
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3

Oznaceni na zddance: zadanka ,,imunofenotypizace’

VySetfovany material:
bronchoalveolarni lavazni tekutina

Odbér:

sklo nebo plast bez upravy

Manipulace s materialem:

do laboratofe musi byt material dopraven nejlépe do 2 — 5 hodin od odbéru, vhodna je teplota
pii transportu v rozmezi od 4 do 8 °C

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
pisemna interpretace vysledk

Provadi se:
denné

5.12.4 Méreni exprese CD34 na kmenovych buikach krvetvorby

Metoda stanoveni: priitokova cytometrie

Vyznam stanoveni:

Vyzréavajici krvetvorné bunky jsou chrakterizovany riznymi povrchovymi antigeny. Jedna se
pfedevSim o antigen o molekulové hmotnosti 115 kDa CD34. Nachazi se v 1 — 4% bunék
kostni diené¢ a v 0,01% bunck periferni krve. Transplantace krvetvornych bun¢k je velmi
rozsifenou metodou lécby ve vymezenych indikacich. Nejprve je nutné zvysit jejich produkci
Z kostni dfen¢ a leukaferézou odd¢lit z krve frakci bohatou na kmenové buiky krvetvorby.
Sledovanim exprese znaku CD34 se sleduje ucinnost mobilizace pacienta nebo zdravého
darce.

Oznaceni na zadance: zadanka ,,buné¢na imunita“

VySetfovany material:
e venozni nesrazliva krev odebrana do heparinu, EDTA nebo citratu
e frakce bunék z vaku

Odbér:

sklo nebo plast s upravou (heparin nebo EDTA nebo citrat)

Manipulace s materialem:

do laboratofe musi byt material dopraven nejlépe do 2 — 4 hodin od odbéru, material z vaku
musi byt zpracovan nejdéle do 6 hodin od odbéru

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
pisemna interpretace vysledki

Provadi se:
denné
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5.13 Funk¢ni testy lvmfocytu

5.13.1 Casné a pozdni aktivace lymfocyti
Metoda stanoveni: pritokova cytometrie

Vyznam stanoveni:

Lymfocyty jsou stimulovany pomoci mitogenti nebo antigenti. Schopnost aktivace lymfocyti
po stimulaci se zjiStuje méifenim zvysSené exprese aktivaCnich znakii v riznych casovych
intervalech. Ty se zacinaji objevovat na povrchu bunék pfed vznikem nové DNA. Vysledkem
jsou procenta aktivacnich znakli naméfenych vzhledem k negativni kontrole (tj. lymfocyty
bez plisobeni mitogenil). Test Casné a pozdni aktivace lymfocytd slouzi hlavné pro rychlou
orientaci u novorozenci s podezienim na primarni imunodeficit.

Oznaceni na zadance: zadanka ,,buné¢na imunita“

Vysetfovany material:
venozni nesrazliva krev odebrand do heparinu

Odbér:

sklo nebo plast s Gpravou (heparin), vhodny je odbér rano nala¢no
Manipulace s materidlem:

do laboratofe musi byt materidl dopraven nejlépe do 2 — 5 hodin od odbéru

Hodnoceni vysledku, referencni meze:
pisemna interpretace vysledk

24 hodin (%) 48 hodin (%)
T lymfo — spontanni 0,5-3 2-7
T lymfo — PHA 42 - 64 15-39
T lymfo - PWM 19-44 15 - 26
B lymfo — spontanni 1-7 5-31
B lymfo — PHA 54 - 83 19-45
B lymfo - PWM 52-78 14 - 46

Provadi se:
pondéli - stteda

5.13.2 Test blastické transformace lvmfocytia

Metoda stanoveni: pritokova cytometrie

Vyznam stanoveni:

Metoda se pouziva ke sledovani schopnosti lymfocytt proliferovat ptisobenim polyklonalnich
mitogeni nebo antigenli. VyuZivd schopnosti nékterych fluorescen¢nich latek vazat se
stechiometricky na nukleové kyseliny. Analyza pomoci priitokového cytometru pak poskytuje
informace o podilu bun¢€k vyskytujicich se v jednotlivych fazich bunécného cyklu (Gl, S,
G2). Vyhodou je téZ moznost stanoveni obsahu DNA jednotlivych bunéénych subpopulaci.
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Tento test m& vyznam v diagnostice primdrnich imunodeficienci zejména u novorozenci a
déti, u sekundarnich imunodeficienci bunécného typu, u HIV pozitivnich pacienti a
k monitorovani u¢inku chemoterapie u malignit.

Oznaceni na zadance: zadanka ,,buné¢na imunita*“

VySetfovany material:
vendzni nesrazliva krev odebrana do heparinu

Odbér:

sklo nebo plast s upravou (heparin); vhodny je odbér rano nala¢no
Manipulace s materidlem:

do laboratofe musi byt material dopraven nejlépe do 2 — 5 hodin od odbéru

Hodnoceni vysledku, referen¢ni meze:
pisemna interpretace vysledk

% S + G2 faze bunééného cyklu

spontanni 0,3-15

stimulace PHA 329-62,7

Provadi se:
kazdé pondéli, utery a patek

5.14 Funk¢ni testy polymorfonukleirnich granulocytii

Pii laboratornim vySetieni fagocytdézy je pozornost zaméfena na PMNL (neutrofilni
granulocyty) v periferni krvi. Fagocytdza probiha v nékolika stupnich — adheze, chemotaxe,
ingesce, usmrcovani (cidie) a destrukce (digesce).

5.14.1 Fagocytoza kvasinek — ingesce

Metoda stanoveni: mikroskopie

Vyznam stanoveni:

Ingestivni faze fagocytozy se sleduje po inkubaci periferni krve s kvasinkami Saccharomyces
cerevisiae. Obarveny natér se hodnoti mikroskopicky. Fagocytarni aktivita se stanovi
vypoctem fagocytujicich monocytli, fagocytujicich PMNL (neutrofily, eosinofily) a
fagocytujicich leukocyti.

Ramcové plati, ze u vSech akutnich zanéth pfi normalni imunitni odpovédi byva ingesce
zvysSena, snizena se objevuje u protilatkovych defektii, popt. u defektd komplementového
systému (nedostatek opsonint).

Oznaceni na zadance: zadanka ,,buné¢na imunita*

VySetfovany material:
veno6zni nesrazliva krev odebrana do heparinu
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Odbér:

sklo nebo plast s upravou (heparin); vhodny je odbér rano nala¢no

Manipulace s materialem:

do laboratofe musi byt material dopraven nejlépe do 2 — 4 hodin od odbéru, odebrana krev se
musi zpracovat do 6 hodin od odbéru

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
pisemna interpretace vysledki

%
fagocytujici leukocyty 31 -64
fagocytarni aktivita 65— 99

Provadi se:
denné

5.14.2 Metabolické vzplanuti sranulocyti (Burst test)

Metoda stanoveni: pratokova cytometrie

Vyznam stanoveni:

Test slouzi ke stanoveni oxidativniho vzplanuti polymorfonuklearnich granulocytii. Tvorba
mikrobicidnich latek, pfedevsim peroxidu vodiku, superoxidového aniontu kysliku a dalSich
kyslikovych radikalii, patfi mezi nejvyznamnéj$i metabolické déje, k nimz dochazi ve
fagocytujicich bunkéch. Vznik oxidativnich produkti je detekovan dihydrorhodaminem 123.
Vysledkem je procento bun€k schopnych odpovidat na stimulaci tvorbou kyslikovych
radikald.

Tento test slouzi k zachyceni chronické granulomatdzy, kdy sice dojde k ingesci mikrobu, ale
pro vrozeny defekt NADPH oxidazy se netvoii peroxid vodiku, ktery by napoméhal
usmrcovani téchto mikrobl. SniZzené hodnoty metabolického vzplanuti mohou byt spojeny
také s deficitem MPO, ktery lze nasledné stanovit také pratokovou cytometrii.

Oznaceni na zadance: zadanka ,,buné¢na imunita*

VySetifovany material:
vendzni nesrazliva krev odebrana do heparinu

Odbér:

sklo nebo plast s upravou (heparin); vhodny je odbér rano nala¢no

Manipulace s materialem:

do laboratofe musi byt material dopraven nejlépe do 2 — 4 hodin od odbéru, odebrana krev se
musi zpracovat do 6 hodin od odbéru

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
pisemna interpretace vysledki
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% aktivovanych granulocyti

spontanni 03-15
stimulované 75—-100
Provadi se:

denné

5.15 VysSetreni trombocytu

5.15.1 Fenotypizace trombocytu

Metoda stanoveni: pritokova cytometrie

Vyznam stanoveni:

Touto metodou se pomoci monoklonalnich protilatek hodnoti trombocytarni membranové
antigeny a vysledky se porovnavaji s fyziologickymi hodnotami. Metoda se vyuzivd hlavné
Vv oblasti hematologickych malignit (napi. leukémie vychazejici z megakaryocytarni linie) a
poruch spojenych s absenci ¢i poruchou exprese trombocytarnich membranovych antigend
(Glazmannova trombasthenie, Bernard — Souliertiv syndrom).

Oznaceni na zadance: zadanka ,,buné¢nd imunita®; vhodné je pfedem se domluvit s laboratofi
(tel. 495 833 404)

VySetfovany material:
vendzni nesrazliva krev odebrana do citratu sodného

Odbér:

sklo nebo plast s tipravou (citrat sodny); vhodny je odbér rano nala¢no; odebiraji se dvé
zkumavky po 2 ml (stanoveni zdkladnich hematologickych parametri a imunologicka detekce
povrchovych trombocytarnich antigent)

Manipulace s materidlem:

do laboratofe musi byt material dopraven ihned, odebrana krev se musi zpracovat do 2 hodin
od odbéru

Hodnoceni vysledku, referen¢ni meze:
pisemna interpretace vysledki

rozmezi pozitivity (%)

CD9+ 92,0 -100
CD31+ 89,8 — 100
CD36+ 85,7 — 100
CD41+ 93,4 —100
CD42a+ 92,4 - 100
CD42b+ 88,4 — 100
CD62P+ 00-14

CD63+ 00-14
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Provadi se:
pondéli — Ctvrtek

5.15.2 Stanoveni protilatek vazanvch na trombocyty

Metoda stanoveni: pritokova cytometrie

Vyznam stanoveni:

V piipad¢ trombocytopenii nejasné etiologie se patrd, zda v periferni krvi pacienta nejsou
zvysené hladiny protilatek vazanych na desticky. K detekci se vyuzivd souprava
s monoklonalni protilatkou proti destickam (CD42a-PE) a protilatky proti jednotlivym tfidam
imunoglobulint.

Oznaceni na zadance: zadanka ,,bunécna imunita*; vhodné je predem se domluvit s laboratofi
(tel. 495 833 404)

VySetfovany material:
vendzni nesrazliva krev odebrana vyhradné do EDTA!!!

Odbér:
sklo nebo plast s upravou (EDTA); vhodny je odbér rano nala¢no
Manipulace s materialem:

do laboratote musi byt material dopraven ihned, odebrana krev se musi zpracovat do 4 hodin
od odbéru

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
pisemna interpretace vysledkt
e pokud exprese povrchového imunoglobulinu piesdhne 20% pozitivitu na
trombocytech, povazuji se protilatky proti trombocytim za pozitivni

Provadi se:
pondéli - Ctvrtek

5.16 Specialni vySetieni

5.16.1 Flowcvtometricka analvza B lymfocytarnich subpopulaci u pacientu
s podezirenim na humoralni imunodeficienci

Metoda stanoveni: pritokova cytometrie

Vyznam stanoveni:

Podle diferenciace B lymfocytl se CVID pacienti zatazuji podle tzv. Freiburgské klasifikace
do tfi skupin. CVID pacienti skupiny I se snizenym poc¢tem pamétovych B lymfocytl jsou
rozdeleni do dvou skupin: do skupiny Ia - pacienti se zvySenym poctem CD21- B lymfocyta,
skupina Ib - pacienti s normalnim po¢tem CD21- B lymfocyti. Ve skupiné Ia bylo zjisténo, Ze
obsahuje nejvice pacientl se splenomegalii a autoimunitnimi onemocnénimi. Pacienti s CVID
zafazeni do skupiny II maji normalni pocet izotypove prepnutych pamét'ovych B lymfocyti
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(class-switched memory B cells).Tato klasifikace je zaloZena na sledovani exprese dvou
markert, a to CD27 znaku pro pamétové B lymfocyty a CD21- jako markeru progrese
nezralych B lymfocyt do staddia maturovanych B lymfocyt.

Oznaceni na zadance: Zadanka ,,.bunécna imunita“

VySetfovany material: ven6zni nesrazliva krev odebrana do heparinu, EDTA nebo citratu

Odbér:

sklo nebo plast s upravou (heparin nebo EDTA nebo citrat)

Manipulace s materidlem:

do laboratoie musi byt material dopraven nejlépe do 2 — 5 hodin od odbéru

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
pisemna interpretace vysledkt
Provadi se:

po domluvé s laboratoti

5.16.2 Bazotest

Metoda stanoveni: pratokova cytometrie

Vyznam stanoveni:

Detekce bazofili z plné krve pomoci pritokové cytometrie vyuzivd znaceni CD203c a
aktivaéniho znaku CD63 pomoci monoklondlnich protilatek. CD203c je membranova
molekula s enzymatickou aktivitou nachazejici se na klidovych i aktivovanych bazofilech.
CD63 je proteinova molekula exprimovand na cytoplazmatickych granulich riznych
klidovych bunék. Bylo prokazéano, ze lidské bazofily aktivované in vitro (alergenem nebo anti
IgE protilatkami) prostfednictvim jejich vysokoafinitniho receptoru pro IgE, nové exprimuji
znak CD63 také na své membrané. Exprese CD63 na povrchu bazofilli tak velmi dobie
koreluje s jejich degranulaci.

Oznaceni na zadance: zadanka ,,buné¢na imunita“

VySetiovany materidl: venozni nesrazliva krev odebrana do heparinu; popf. testovany 1ék

Odbeér: sklo nebo plast s upravou (heparin)

Manipulace s materidlem:

Do laboratofe musi byt material dopraven nejdéle do 2 — 5 hodin od odbéru.

Pacient by mél min. 48 hod. pfed odbérem vysadit 1éky typu antagonisti leukotrieni a 2
tydny ptfed odbérem systémové kortikosteroidy.

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Hodnoti se % CD63 pozitivnich bazofili. Pro rizné druhy alergent jsou stanoveny odlisné
meze pozitivity:

Inhalacni + potravinové alergeny > 15%

Hmyzi jedy, latex > 10%
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Léky >5%  (stimula¢ni index -SI > 2)
SI =% CD63+ bazofila po stimulaci alergenem / % CD63+ bazofill bez stimulace

Po stimulaci bazofili anti IgE protildtkou musi byt vice nez 20 % bazofili CD63+.
V opacném piipad¢ je pacient povazovan za non-respondera a vysledek testu nelze hodnotit.

Provadi se:
kazdé utery az ¢tvrtek

5.16.3 Lymfocytarni transformacni test v diagnoze 1ékové a potravinové hypersenzitivity

Metoda stanoveni: pratokova cytometrie

Vyznam stanoveni:

Lymfocytarni transformacéni test méii proliferaci lymfocyti po inkubaci s lékem nebo
S testovanym alergenem in vitro, u kterého je podezieni na alergickou reakci v disledku
ptecitlivélosti k danému 1éku nebo alergenu.

Oznaceni na Zadance: Zadanka ,,bunééna imunita“

Vysetiovany materidl: ven6zni nesrazliva krev odebrana do heparinu; popf. testovany 1ék

Odbeér: sklo nebo plast s upravou (heparin)

Manipulace s materidlem:

Do laboratote musi byt material dopraven nejdéle do 2 — 5 hodin od odbéru.
Pacient by mél 2 tydny pied odbérem vysadit systémové kortikosteroidy.

Hodnoceni vysledku, referencni meze:

Vysledek je vyjadieny jako stimula¢ni index SI, coZ je podil hodnoty proliferacni odpovédi
vzorku stimulovaného testovanym alergenem a hodnotou prolifera¢ni odpovédi
nestimulovaného vzorku. Vysledek do hodnoty SI < 2 hodnotime jako negativni, SI = 2 - 3
jako hrani¢ni, SI > 3 je pozitivni. Kazdy pacient je vSak posuzovany individualné i podle
kontroly.

Provadi se:
utery az Ctvrtek

5.16.5 Diagnostika hereditarni sférocytozy (EMA)

Metoda stanoveni: pritokova cytometrie

Vyznam stanoveni:

Hereditarni sférocytéza (HS) je autozomalné dédi€né onemocnéni cytoskeletarniho aparatu
erytrocytll, v jehoz disledku dochazi k morfologickym zméndm membrany bunék a jejich
sniZzené osmotické rezistenci. Takto pozméneéné erytrocyty jsou pii prichodu slezinou snadno
hemolyzovatelné, coz ma za disledek rozvoj hemolytické anemie.
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Smyslem metody je diagnostika hereditarni (dédi¢né) sférocytozy prutokovou cytometrii na
zaklad¢é snizené schopnosti onemocnénim poskozenych erytrocytli vazat na svlij povrch
fluorescenéni barvivo eosin-5 maleimid.

Oznaceni na zadance: zadanka ,,buné¢na imunita*“

Vysetfovany material:
venozni nesrazliva krev odebrana do EDTA

Odbér: plast s upravou
Manipulace s materidlem:
Do laboratofe musi byt material dopraven nejdéle do 2 hodin od odbéru.

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
pisemna interpretace vysledkt

Hodnoti se mira intenzity fluorescence (MFI) u erytrocytli pacienta a erytrocytti kontrolnich
vzorkd. Kazda laboratof si stanovi sama meze normdlnich hodnot MFI dle souboru zdravych
jedinct. V nasi laboratofi je vysledek povazovan za pozitivni, pokud se intenzita MFI nachazi
pod cut-off hodnotou, ktera je nastavena na 39,8.

Ke kazdému vysledku je kromé¢ hodnoty MFI ptidano i slovni hodnoceni, které popisuje, zda
se intenzita fluorescence erytrocytti znacenych EMA nachazi nad ¢i pod cut-off hodnotou.

Provadi se:
denné

C. REPRODUKCNI IMUNOLOGIE (NEPLODNOSTI)

5.17 Reprodukéni imunologie - humoralni

5.17.1 Spermiogram

Metoda stanoveni: mikroskopie

Vyznam stanoveni:

Jedna se o analyzu ejakulatu, kterd je nedilnou soucasti vySetteni muzské plodnosti. Odhali
abnormality spermii, jejich koncentraci (pocet), pfitomnost cizich bunék v ejakulacni tekuting
a dal$i parametry.

Oznaceni na zddance: spermiogram (Zadanka ,,reprodukce*)
kvalita spermii (Zadanka ,,reprodukce*)

Vysetiovany material:
Cerstvy ejakulat (do 2 hodin po odbéru, po tfidenni abstinenci)
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Odbér:

sklo nebo plast bez upravy

Manipulace s materialem a transport:

Odbér je soucasti celého bloku vySetfeni neplodnosti. Podminky vySetieni je vhodné pfedem
S laboratofi a nasi ambulanci domluvit vzhledem ke zvySenym néarokiim na odbér, transport,
skladovani i zpracovani vzorkl

e do laboratofe musi byt material dopraven nejlépe do 2 hodin od odbéru

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Pti vySetfeni spermiogramu je stanovovan objem ejakuldtu, viskozita, pfitomnost jinych
bungk, celkovy pocet spermii, jejich morfologie, propulzivita a pohyblivost.

Referencni meze:

Celkovy objem ejakul. 1,5-20,0 ml

Denzita ejakulatu 20,0 — 500 mil. spermii /ml
Motilita (kat. A, B, C, D) %

Vitalita 75— 100%

Propulzivita 0 — 5 minut

Morfologie spermii 30 — 100%

Ptidatné bunky 0—5mil. /ml

pH ejakulatu 7,2-8,0

Leukocyty v ejakulatu 0—1 mil. /ml

Provadi se:
2 —4x za mésic

5.17.2 Akrosom spermii (uréeni kvality spermii)

Metoda stanoveni: pfima imunofluorescence

Vyznam stanoveni:

Sam¢i zarodecné bunky maji jedineCnou vesikuldrni strukturu — akrosom, kterd obsahuje
enzymy pottebné pro prinik spermie do vajicka. Integrita akrosomu, tj. jeho celistvost a
neporusenost, je dilezitym pozadavkem pro UspéSnou interakci pohlavnich bunck. Jenom
spermie s intaktnim akrosomem se mohou vazat na vajicko a podstoupit akrosomovou reakci,
pii které se uvolni dostatecné mnozstvi akrosinu. Vyskytne-li se v ejakulatu velky podil
spermii s nekvalitnim akrosomem, piirozena fertilizaéni schopnost je snizena. Potom je
vhodné pouzit n¢kterou z fertilizacnich technik.

Oznaceni na zaddance: akrosom spermii (zadanka ,,reprodukce*)

VySetfovany material:
Cerstvy ejakulat

Odbér:
sklo nebo plast bez Gpravy
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Manipulace s materialem a transport:

do laboratofe musi byt material dopraven nejlépe do 2 hodin od odbéru

Podminky vySetfeni je vhodné piredem s laboratofi a nasi ambulanci domluvit vzhledem ke
zvySenym narokim na odbér, transport, skladovani i zpracovani vzork.

Hodnoceni vysledku, referen¢ni meze:
Vysledky jsou udévany v procentech spermii s normalnim vyskytem akrosinu v hlaviéce
zZ celkového poctu spermii. Normalni hodnoty jsou v rozmezi 50 — 100%.

Provadi se:
2 —4x za mésic

5.17.3 Protilatky proti spermiim (ELISA)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Metoda slouZzi k priikazu protilatek proti spermiim v séru zen 1 muzi. Tyto protildtky mohou
byt pricinou sterility. Jedna se bud’ o autoprotilatky vznikajici v muzském organizmu nebo
protilatky u Zen imunizovanych antigeny spermii.

Oznaceni na zadance: protilatky proti spermiim — ELISA (z4ddanka ,,reprodukce)

Vysetfovany material:
venozni srazliva krev nebo sérum obou partnera

Odbér:
sklo nebo plast bez upravy
Manipulace s materidlem a transport:

Odbeér je soucasti celého bloku vySetieni neplodnosti. Podminky jsou stanoveny po domluveé
(uvedeno viz. 5.17.1).

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
negativni do 20 IU/ml
pozitivni nad 20 TU/ml

Omezeni a interference:

hemolyza ani lipemie neinterferuji; toto stanoveni nemusi korelovat se stanovenim protilatek
proti spermiim TRAY aglutinaénim testem (protilatky lze potvrdit nebo vyvratit jinym
imunoenzymatickym vysetfenim nebo imunofluorescen¢né)

Provadi se:
2 —4x za mésic

5.17.4 Protilatky proti spermiim (TRAY aglutinaéni test)

Metoda stanoveni: mikroaglutinaéni test podle Friberga
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Vyznam stanoveni:
Viz. 5.17.3

Oznaceni na zaddance: protilatky proti spermiim — aglutinace (zadanka ,,reprodukce*)

Vysetfovany material:
venozni srazliva krev nebo sérum obou partnert a soucasné Cerstvy ejakulat

Odbér:
sklo nebo plast bez Gpravy
Manipulace s materialem, transport:

Odbér je soucasti celého bloku vysetteni neplodnosti. Podminky jsou stanoveny po domluveé
(uvedeno viz. 5.17.1)

Hodnoceni vysledku, referencéni meze:

Prohlizime pod mikroskopem, zda spermie se sérem vytvareji aglutinaty. Pokud tomu tak
neni, je zkouska negativni (neptitomnost protilatek proti spermiim). V ptipadé pozitivity lze
séra dale fedit geometrickou fadou a urcit tak titr protilatek.

Omezeni a interference:
Vv ptipadé oligospermie partnera vySetiujeme pomoci spermii vhodného darce

Provadi se:
2 —4x za mésic

5.17.5 Autoprotilatky proti spermiim (MAR test)

Metoda stanoveni: pfima aglutinace s latexovymi ¢asticemi

Vyznam stanoveni:
Viz.5.17.3

Oznaceni na zddance: MAR test — pfimy (Zadanka ,,reprodukce*)

VySetfovany material:
cerstvy ejakulat

Odbér:

sklo nebo plast bez Gpravy

Manipulace s materidlem, transport:

Odbér je soucasti celého bloku vySetteni neplodnosti. Podminky jsou stanoveny po domluvé
(uvedeno viz. 5.17.1).

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

V ptipadé€ piitomnosti protilatek proti spermiim vdzanym na spermie jsou spermie potazeny
latexovymi Casticemi. Pocitd se procento spermii s navdzanymi ¢asticemi z celkového poctu
spermii. Diagnoza imunologické infertility je pravdépodobna, pokud se 40 a vice procent
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spermii pokryje latexovymi Casticemi. Suspektni vysledek je 10 — 40%, normalni vysledek je
do 10 %.

Omezeni a interference:
1ze pouzit pouze ejakulat s pohyblivymi spermiemi

Provadi se:
2 — 4x za mésic

5.17.6 Protilatky proti zona pellucida (ELISA)

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Zona pellucida, deset mikrometra silnd glykoproteinova matrix obklopujici oocytarni hmotu,
slouzi v podstaté jako ochranna vrstva obklopujici dozravajici oocyt. Je také zakladem pro
inicialni vyvoj granul6zovych bunék. Zabranuje oplodnéni vajicka vice spermiemi, napomaha
akrosomadlni reakci a chrani oplozené vaji¢ko pfi cesté z vejcovodu do délozni dutiny.
Protilatky proti zona pellucida se mohou vazat na specifické receptory pro spermie, maskovat
je a deformovat a branit tak fertilizaci. Fertilizaci mize zabranit rovnéz precipitace povrchové
vrstvy zona pellucida.

Ptic¢inou vzniku téchto protilatek mohou byt zanéty vajecnikl a jejich okoli (napf. zénét
slepého stieva). Je zjisténo, ze hladiny protilatek proti zona pellucida byvaji u pacientek tim
vys$si, ¢im Castéji u nich dochézi k odbéru oocytii ze stimulované ovaridlni tkané pfi in vitro
fertilizaci.

Indikaci k vySetfeni je sterilita znezndmé pfiCiny, endometridza, nelspéSnd in vitro
fertilizace, opakované potraty.

Oznaceni na zadance: anti zona pellucida — ELISA (zadanka ,,reprodukce*)

VySetfovany material:
venozni srazliva krev nebo sérum

Odbér:

sklo nebo plast bez Gpravy

Manipulace s materidlem, transport:

Odbér je soucasti celého bloku vySetteni neplodnosti. Podminky jsou stanoveny po domluvé
(uvedeno viz. 5.17.1)

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
negativni ~ 0—10 IU/ml
pozitivni > 10 IU/ml

Omezeni a interference:
hemolytickd a lipemicka séra a séra pacientek s jaternimi chorobami nejsou pro vysetfeni
vhodna
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Provadi se:
2 — 4x za mésic

Pro stanoveni spravné diagnézy u neplodnych pari jsou dileZzita i nasledujici vySetieni:

5.17.7 Protilatky proti protrombinu

viz. kap. 5.1 Autoimunita

5.17.8 Protilatky proti annexinu

viz. kap. 5.1 Autoimunita

5.17.9 Autoprotilatky proti fosfolipidiim: screen

viz. kap. 5.1 Autoimunita

5.17.10 Autoprotilatky proti fosfolipidum: profil

viz. kap. 5.1 Autoimunita

5.17.11 Autoprotilatky proti kardiolipinu

viz. kap. 5.1 Autoimunita

5.17.12 Autoprotilatky proti B2 glykoproteinu I

viz. kap. 5.1 Autoimunita

5.17.13 Anti - miilleridnsky hormon

Metoda stanoveni: ELISA

Vyznam stanoveni:

Hormon AMH je u muzi nezbytny pro spravnou sexualni diferenciaci, u zen reguluje
dozravani folikulli. Stanoveni sérové hladiny je dilezité pfi hodnoceni funkéniho stavu gonad
a souvisejicich poruch. AMH inhibuje tvorbu primordialnich folikuld a potlacuje vnimavost
rostoucich folikuli na FSH. AMH je na rozdil od vétSiny hormondlnich biomarkera
produkovano jediné granuldézovymi buitkami folikuli v mnoha stadiich (od primarnich po
casné antradlni stadium). Bylo zji$téno, Ze koncentrace AMH v séru je pfimo imérnd poctu
antralnich folikuld a je lepSim indikatorem ovaridlni rezervy nez FSH, inhibin B nebo
estradiol méfené 3. den cyklu. Kromé toho, na rozdil od vySe zminénych markerd, se hladiny
AMH v séru vyznamné neméni ani V pribéhu menstrua¢niho cyklu, ani mezi néaslednymi
cykly. Pii asistované reprodukci se z hladin AMH da odhadnout, jakéd bude odezva vajecniki
a jaka je Sance na uspesné ot¢hotnéni.

Oznaceni na zddance: AMH (zadanka ,,reprodukce)

Tento dokument je vlastnictvim FNHK a jeho Sifeni mimo organizaci v jakékoliv formé bez souhlasu
schvalovatele je zakazano. Kazdy zaméstnanec odpovida za to, Ze pracuje s platnou verzi dokumentu.
Porizené kopie jsou pouze informativni!

Laboratorni pfirucka verze 11 _ platnost od 10.4.2024 Strana 114 z 130




Ustav klinické imunologie a alergologie
Fakultni nemocnice Hradec Kralové

VySetiovany material:
venozni srazliva krev nebo sérum; vendzni nesrazliva krev nebo plazma

Odbér a transport materialu:
Viz. kapitola 6.1.1

Hodnoceni, referenéni meze:

dospéli muzi 1,3— 4,8ng/ml
dospélé zeny 0- 12,6 ng/ml
zeny ve tfetim dni cyklu ~ 0— 10,6 ng/ml
Zeny po menopauze 0

chlapci pted pubertou 3,8 — 159,8 ng/ml
divky do 15 let 0- 8,9ng/ml

Omezeni a interference:
hemolyticka a lipemické séra nejsou pro vysSetfeni vhodna

Provadi se:
1x za 2 tydny podle poctu pacientd

5.18 Reprodukéni imunologie - bunééna

5.18.1 Aktivace NK bunék s antigeny spermii a trofoblastu

Metoda stanoveni: pratokova cytometrie

Vyznam stanoveni:

Soucasti imunologické reaktivity je také bunééna imunita. Za uZite¢né vySetieni v piipadé€ Zen
s diagnozou opakovaného potraceni, po netuspéSnych IVF zékrocich ¢i s jinym neobjasnénym
divodem neplodnosti, je proto povazovdna také detekce NK bunikami zprostfedkované
imunologické reaktivity, kterd je namifena proti spermiim ¢i buitkdm trofoblastu. U téchto zen
byva vyssi podil aktivovanych NK bunék in vitro i po Kultivaci s antigeny spermii ¢i
trofoblastu.

Oznaceni na zadance: aktivace NK bun¢k s antigeny
spermii a trofoblastu (zddanka ,,reprodukce®)

Vysetiovany material:
vendzni nesrazliva krev odebrana do heparinu od Zeny, ejakulat od muze

Odbér:

krev: sklo nebo plast s tpravou (heparin)
ejakulat: nejlépe sterilni jednorazové nadobky
Manipulace s materialem:

Odbér je soucasti celého bloku vysetteni neplodnosti. Podminky jsou stanoveny po domluvé
(uvedeno viz. 5.17.1)
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Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

pisemna interpretace vysledk

Udava se procento spontanné aktivovanych NK buné¢k, procento aktivovanych NK buné¢k
S mitogenem, spermiemi a trofoblastem. Vysledek aktivace se u spermii i trofoblastu dale
vztahuje Kk pozitivni kontrole — mitogen (100%).

Provadi se:
2 — 4x za mésic

5.18.2 Stanoveni vitality a po¢tu spermii, kvality akrozomu a po¢tu leukocyti ve
spermatu (SpermFlow)

Metoda stanoveni: pratokova cytometrie

Vyznam stanoveni:

Mezi zakladni parametry ovliviiujici schopnost oplozeni patii pocet spermii v ejakulatu, jejich
vitalita a kvalita akrozomu, ktery obsahuje enzymy potiebné pro prinik spermie do vajicka.
Integrita akrozomu je dulezitym pozadavkem pro UspéSnou interakci pohlavnich bunék.
Neprikaznost intra-akrozomalnich proteini ve spermii znamena zavazny defekt. Pfitomnost
leukocytll ve vzorku naznacuje probihajici infekci, kterd mize negativné ovlivnit kvalitu
spermatu.

Oznaceni na zaddance: zadanka ,,reprodukce*

Vysetiovany materidl: ejakulat

Odbér:

Cerstvy ejakulat ziskany po 2-3 denni sexuélni abstinenci masturbaci. Na odbér vzorki se
pouzivaji nejlépe sterilni jednordzové nadobky.

Manipulace s materialem:

Pti odbéru mimo ambulanci je dalezité dopravit vzorek do 60 minut od odbéru pii teploté
odpovidajici teploté lidského téla.

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
Normalni hodnoty:

Podet spermii v ejakulatu: >15x 108/ ml

Pocet leukocytl v ejakulétu: <1x10%/ ml

Zivotnost spermii: >58 %

Integrita akrozomu: <30 % patologickych spermii
Pfitomnost akrozomalniho proteinu > 90 % spermii

Provadi se:
2 — 4x za mésic

D. TRANSPLANTOLOGIE

5.19.1 HLA — specifické protilatky
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Metoda stanoveni: luminex (vySetieni na pevné fazi)

Vyznam stanoveni:

Transplantace ledvin je metodou volby u pacienti svaZznym onemocnénim ledvin a
terapeutickou moznosti pro 1é¢bu terminalniho stadia renalniho selhani. Poéty preziti a doba
prezivani pacientli po transplantacich ledviny ukazuje v poslednich dekadach progresivni
vzestup diky citlivéjSim laboratornim vySetfenim, kvalitnéjSimu vybéru darcti a lepsi
imunosupresi. Zatim neexistuje jednoznacny test k odhaleni pfipadné budouci rejekce
alotransplantatu, nicméné jasny benefit umozituje HLA typizace. Pro transplantaci ledvin je
nutna shoda v systému ABO a idealn¢ co nejblizsi soulad HLA, pficemz z hlediska rejekce je
vyznamnéj$i shoda v HLA — II. tfidy. Na imunologické rejekci se mohou podilet pfirozené
protilatky proti HLA darce, popiipad¢ se mohou donor specifické protilatky tvofit nasledné
po transplantaci. Pro ptfedchazeni hyperakutni a akutni rejekce je nutno vzdy pred
transplantaci provést lymfocytotoxicky test (CDC, crossmatch) nebo dal$i metodu, ktera
prokazatelné urcuje protilatky proti HLA antigentim se stejnou nebo vyssi citlivosti nez CDC.
Kazd4 laboratof musi mit program pro pravidelny screening vzorkd séra potenciilnich
ptijemct organt (kazdé 3 meésice, metoda Luminex 1x ro¢n¢€). VySetieni HLA specifickych
protilatek by mélo byt provedeno do jednoho mésice po krevni transfuzi, téhotenstvi nebo
graftektomii. Informace o screeningu jsou prostiednictvim KST (Koordina¢ni stedisko
transplantaci), které je pfidruzené k Transplantanimu centru, zaznamendvany v databdzi
TRINIS. Ptitomnost donor-specifickych protilatek ptfed transplantaci uréenych metodou
Luminex je$té nemusi pfedstavovat kontraindikaci k transplantaci, ale v ptipad¢ negativniho
CDC se zhodnoceni rizika rejekce provadi na zakladé posouzeni MFI (primérna intenzita
fluorescence) metody Luminex.

Oznaceni na zadance: vySetieni ma specialni zadanku (www.fnhk.cz/ukia)

VySetfovany material:
venozni srazliva krev nebo sérum

Odbér: plast bez upravy

Manipulace s materialem a transport:

Do laboratofe musi byt material dopraven nejdéle do 2 hodin od odbéru; vhodna je teplota pii
transportu v rozmezi od 4 do 8 °C.

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:
pisemna interpretace vysledkt

Vysledky jsou vydavany jako stiedni hodnota fluorescence (MFI) jednotlivych specifit
protilatek proti HLA. Tato veli¢ina je bezrozmérna a je nutné ji vzdy hodnotit ve vztahu
k hodnotam MFI negativniho kontrolniho séra. Na zakladé doporu¢eni Ceské nefrologické
spole¢nosti je mozné dle hodnot MFI rozd¢lit riziko rejekce na:

1. nizké - Ab proti HLA-1 MFI 1 500-2 000, Ab proti HLA-I1 MFI 2 000-3 000

2. sttedn¢ vysoké — MFI do 10 000

3. vysoké — MFI nad 10 000

V ptipad¢ 2. a 3. varianty je virtudlni crossmatch pozitivni.
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Hodnoty pod 1500 MFI u HLA-IL. tfidy a pod 2000 u HLA-II. tfidy jsou hodnoceny jako
negativni.

Provadi se: podle potieby, min. 1x tydné

5.19.2 Stanoveni aloprotilatek priatokovou cytometrii (FCXM — CROSSMATCH)

Metoda stanoveni: pritokova cytometrie

Vyznam stanoveni:

Metoda slouzi pro detekci aloprotilatek/cytotoxickych protilatek (tiidy IgG) proti HLA
antigenim [. tfidy u pacientd pfed transplantaci ledvin. Jde o alternativu ,klasického*
lymfocytotoxického testu (LCT). Urcuje pfitomnost nebo neptitomnost aloprotilatek.

Oznaceni na zadance: zadanka ,,buné¢nd imunita“ nebo zadanka pro vysetfeni
HLA - specifickych protilatek

Vysetiovany material:
» venoOzni nesrazliva krev darce odebrana do heparinu, EDTA nebo citratu, popt. ¢ast
tkanég sleziny
* venodzni srazliva krev piijemce
Odbér: sklo nebo plast bez upravy a plast s upravou (heparin, EDTA, citrat)
Manipulace s materidlem:
Do laboratofe musi byt material dopraven nejdéle do 2 hodin od odbéru.

Hodnoceni vysledku, referencni meze:
pisemna interpretace vysledk

Lécba pacienta léky Rituximab, Campath, Thymoglobulin, IVIG ovliviiuje vysledek
vySetieni.

Provadi se:
do 6 hodin od odbéru

5.19.3 Quantiferon Monitor

Metoda stanoveni: inkubace a nasledna ELISA

Vyznam stanoveni:

Imunodeficience je charakterizovdna sniZenou schopnosti uc¢inné nastolit imunitni odpovéd’.
Tato snizena nebo chybéjici odpovéd muze byt zplsobena primarni nebo ziskanou
(sekunddrni) imunodeficienci. Primarni imunodeficience jsou geneticky vrozené a
charakterizuji je deficience rtiznych slozek adaptivni nebo vrozené imunity.

Vétsina imunodeficienci je ziskanych (sekundédrnich) a lze je navodit 1écbou, napf.
imunosupresivni po transplantaci organi, cytostatiky. Pfi¢inou miZe byt 1 onemocnéni, napf.
malignity zvlasté¢ leukémie a lymfomy nebo kontaminujici latky, xenobiotika z Zivotniho
prostiedi.
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Quantiferon monitor je diagnosticky test in vitro, ktery vyuziva kombinaci stimulanti (ve
formé pelet LyoSphere), které specificky stimuluji razné typy bunck zapojenych do ptirozené
1 specifické imunity. Funk¢ni stav imunitniho systému pacienta se vyhodnocuje métenim
odpovédi na stimulaci vrozeného a adaptivniho imunitniho systému pomoci agonisti TLR
receptoru (Toll Like Receptor), respektive receptoru pro antigen na T-lymfocytech (TCR).
Stimulované buriky odpovidaji tvorbou interferonu gama (IFN-y). Detekce interferonu gama
(IFN-y) pomoci tohoto testu poskytuje kvalitativni i kvantitativni hodnoceni funkce buikami
zprostfedkované imunity.

Oznaceni na zéddance: vySetfeni ma specialni Zadanku

VySetfovany material:
nesrazliva krev

Odbér:

Zkumavky pro odbér krve QuantiFERON Monitor (bily uzavér, bily krouzek) se spolu se
specialni zadankou zasilaji 1ékafi na vyzadani (tel. 495 832 607). Do zkumavky se odebere
1 ml krve (ryska na zkumavce), zapiSe se na ni ¢as odbéru, obsah zkumavky se ditkladné, ale
opatrné promicha.

Manipulace s materidlem:

Zkumavky se okamzité zaslou s vyplnénou zadankou do laboratofe UKIA (potrubni posta
7171). Pokud nelze materidl okamzité zaslat (odbér je uskutecnén mimo FN), lze naplnéné
zkumavky skladovat p¥i pokojové teploté, ale k zaslani do laboratofe musi dojit do 8 hodin
od odbéru (odbér je nejvhodnéjsi provést tésné pred svozem materialu).

Hodnoceni vysledku, referenéni meze:

Vysledek IFN-y (1U/ml) Klasifikace Interpretace
testu QFM
<15 Nizka Pacient mé nizkou odpovéd’

IFN-y na stimulanty vrozené
a adaptivni imunity

15-1000 Stiedni Pacient mé sttedni odpoved’
IFN-y na stimulanty vrozené
a adaptivni imunity

> 1000 Vysoka Pacient ma vysokou
odpovéd’ IFN-y na stimulanty
vrozené a adaptivni imunity

Provadi se:
1x tydné podle poctu pacientl
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6. Procesy pred laboratornim vySetirenim

6.1 Odbér biologického materialu a doporuceny odbérovy systém

Ve FN HK se odbéry materiali provadi podle platnych zdravotnickych pracovnich postupi.
Obecn¢ zasady preanalytické faze jsou obsahem nemocnicni smérnice ZS/8.

Stav pacienta, vlastni zptisob odbéru, doprava do laboratoie, skladovani a dal§i manipulace se
vzorkem pted provedenim vlastni analyzy mohou Vv nékterych piipadech vyznamné ovlivnit
vysledek a interpretaci stanoveni.

Odbér biologického materialu pro imunologickd vySetieni by mél probihat na zakladé
doporuceni uvedenych v nasledujici ¢asti této prirucky.

6.1.1 Odbér biologického materidlu a priprava pacienta

a) Odbér vendzni krve

VétsSina vySetfeni Vv nasi laboratofi se provadi ze séra nebo plazmy pacienta ziskaného
sedimentaci nebo centrifugaci ven6zni krve.
Odbér je vhodné provést rano nalacno mezi 7 — 9 hodinou. Pacient by m¢l byt poucen o dieté
pted odbérem, po konzultaci s I€katem o vynechani 1ékl pfed odbérem, pokud je to vhodné a
dalezité pro analyzu. Rano pied odbérem se doporucuje, aby pacient vypil 0,25 1 vody nebo
¢aje. Tekutina miiZze byt mirn€ oslazena.
Pii pouziti vakuového odbérového systému se vlozi vhodnd jehla do drzaku, nasadi se
turniket, dezinfikuje se misto vpichu na kizi, dezinfekce se necha zaschnout a provede se
venepunkce. Nasledné se do drzdku vkladaji jednotlivé zkumavky pii dodrZeni nésledujiciho
poradi:

- odbérova zkumavka bez ptisad

- odbérova zkumavka pro hemokoagulaci

- odbérova zkumavka s dal§imi ptisadami v tomto potfadi: K3EDTA, citrat, heparin
Jakmile krev zaCne pomoci vakua vtékat do zkumavky, Ize turniket odstranit. Vakuum ve
zkumavce zajisti pfimétené naplnéni zkumavky a spravny pomér krve a pfidanych ¢inidel. Po
odbéru je nutné zkumavku 5 — 10x Setrn€ obratit.

Zkumavka se srazlivou krvi:

po odbéru je nutné nechat zkumavku 1 — 2 hodiny stat pii pokojové teploté¢ a maximalné do
druhého dne dopravit do laboratote. Lze také zaslat jiz odd€lené sérum, nejlépe do 48 hodin
po odbéru.

Zkumavka s nesrazlivou krvi:

ve velké vétsing se pouziva k vySetieni na tseku bunééné imunologie. V kapitole 5 B
»Bunéna imunita®“ této Laboratorni ptirucky je pro kazdé vySetfeni uvedeno, jaky typ
protisrazlivého Cinidla je pro vysetfeni vhodny a dale rizné specifikace odbéru a transportu
materidlu pro jednotliva vysetfeni.

Chyby pii odbéru venodzni krve
- chyby pfi pfipravé pacienta (odbér nalacno v zévislosti na denni dobé, vysazeni 1€kit)
- chyby zptisobené nespravnym pouzitim turniketu pti odbéru (hemolyza)
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- nevhodné zkumavky

- nespravné protisrazlivé ¢inidlo nebo jeho nespravny pomér k plné krvi

- Spatné oznaceni zkumavek s materidlem

- potiisnéni zkumavek s materidlem

- uplynuti dlouhé¢ doby mezi odbérem a odd€lenim krevniho kolac¢e nebo erytrocytii od
séra nebo plazmy

- krev byla vystavena nevhodné teploté

- krev byla vystavena pfimému slunecnimu svétlu

Manipulace s materialem a transport do laboratofe:

nejvhodnéjsi je doprava do laboratote nejdéle do 24 hodin od odbéru pfi teploté¢ 2 — 8 °C
(oddélené sérum nebo plazma pak do 48 hodin). Pokud nastane pii transportu neocekavana
situace, lze tolerovat pokojovou teplotu.

Pti zasilani materidlu ve FN potrubni postou lze transport uskutecnit pii pokojové teplote

(vzhledem K rychlosti transportu az pii 28 °C).

Specifické odbéry venézni krve

Odbér venozni srazlivé krve pro vysetieni ECP:

Odbér je tfeba provadét zvlast’ opatrné, protoZze hemolyza znehodnocuje vysledek vySetieni.
Odbér je nejvhodnéjsi provést do zkumavky BD Vacutainer s akceleratorem koagulace a
separatnim gelem (v odbérovém systému zkumavka s cervenym uzdvérem se Zlutym
krouzkem). Po odbéru je tfeba material opatrné¢ promichat a ihned odeslat do laboratofe, aby
doslo k v€asnému odd¢leni krevniho kolace (do 2 hodin od odbéru). Nejvhodnéjsi je zajistit
pro pacienta odbér na naSem pracovisti.

Do laboratote lze poslat jiz odd€lené sérum pii zachovani vySe uvedeného postupu.

Odbér venozni krve pro stanoveni Quanti FERON TB Gold test:

Ctyii zkumavky (Zluté, zelené, fialové a $edé vicko) se spolu se specialni zadankou zasilaji
1ékati na vyzadani (tel. 495 832 607). Do vSech zkumavek se odebere po 1 ml krve (¢erna
ryska na zkumavce), zapiSe se na n¢ ¢as odbéru, obsah zkumavek se dikladnég, ale opatrné
promichd. Zkumavky se okamzité zaSlou s vyplnénou zadankou do laboratofe UKIA
(potrubni posta 7171). Pokud nelze material okamzité zaslat (odbér je uskute¢nén mimo FN),
1ze naplnéné zkumavky skladovat pii pokojové!!! teploté, ale k zaslani do laboratofe musi
dojit do 16 hodin od odbéru (odbér je nejvhodnéjsi provést tésné pred svozem materialu).

Odbér venozni krve pro stanoveni Quanti FERON CMYV test:

Tti zkumavky (modré, fialové a Sedé vicko) se spolu se specidlni Zadankou zasilaji 1ékafi na
vyzadani (tel. 495 832 607). Do vSech zkumavek se odebere po 1 ml krve (Cerna ryska na
zkumavce), zapiSe se na né ¢as odbéru, obsah zkumavek se dikladnég, ale opatrné promicha.
Zkumavky se okamzité zaslou s vyplnénou zadankou do laboratote UKIA (potrubni posta
7171). Pokud nelze materidl okamzité zaslat (odbér je uskutecnén mimo FN), lze naplnéné
zkumavky skladovat pii teploté 37 °C!!! ale k zaslani do laboratofe musi dojit do 16 hodin
od odbéru (odbér je nejvhodnéjsi provést tésné pred svozem materialu).
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Odbér venozni srazlivé krve pro urceni funkcnosti komplementové kaskady:

Odebira se venozni srazliva krev (lze zaslat i sérum). Do laboratofe musi byt material
dopraven nejdéle do 2 - 4 hodin od odbéru ve velmi tésné uzavienych odbérovych nadobach,
aby bylo zabranéno in vitro aktivaci komplementu; sérum je tieba transportovat ve zmrzlém
stavu nejdéle do 18 hodin od odbéru, vhodné je chlazeni suchym ledem. Vzhledem k velmi
omezenému transportu vzorku do laboratoie by bylo vhodné pacienta telefonicky objednat
k odbéru do nasi ambulance.

b) Odbér materialu pro analyzu nadorovych bunék hematopoetického puvodu (leukémie)

Vysetfeni bunéné imunity spociva v analyze zivych bunék a klade zna¢né naroky na spravny
odbér a rychly transport do laboratofe. Pro vySetfovani povrchovych/cytoplazmatickych
znakil na leukocytech je nutny odbér periferni krve, kostni dien¢ i mozkomisniho moku do
zkumavky s protisrazlivym ¢inidlem: K3EDTA, heparin (koncentrace heparinu 20 jednotek
na 1 ml materialu), citrat. Mozkomis$ni mok by nemél byt kontaminovan krvi.

Asciticka tekutina se odebira do zkumavky s heparinem.

Vzorek nddorové/zanétlivé tkané se vyfizne a vlozi do zkumavky s fyziologickym roztokem
s azidem sodnym.

Bronchoalveolarni lavdz se odebira pii bronchoskopickém vysetfeni do zkumavky, kterou
neni tfeba oSetfit protisrazlivym Cinidlem. Odebrany material by nemél byt kontaminovan
krvi.

Veskery material kromé mozkomiSniho moku se musi zpracovat do 24 hodin. Pokud to neni
mozné, je tfeba jej uchovat pii 2 - 8°C a méfeni provést do 48 hodin po odbéru.

Mozkomisni mok je nutné zpracovat okamzité. Pokud nelze zajistit véasné zpracovani, je
mozné material stabilizovat ptidanim fixac¢niho ¢inidla (Transfix, v poméru 1 : 5; uchovani pii
2 - 8°C). Takto stabilizovany material je mozné analyzovat do 72 hodin po odbéru (dle
vyrobce az 10 dni).

¢) Odbér materialu pro vy$etieni aktivace bazofilu (Bazotest)

Pacient by mél minimalné¢ 48 hodin pfed odbérem vysadit 1éky typu antihistaminik a
antagonisti leukotrienti a 2 tydny pfed odbérem systémové kortikosteroidy. Odebird se
nesrazliva krev (cca 5 ml) do zkumavek s heparinem.

d) Odbér stolice na vySetieni kalprotektinu

Odebira se vzorek zvnitini Casti stolice (maximalné velikosti hrasku) do urceného
odbérového kontejneru. Vzorek je nutné odeslat do laboratote do 24 hodin po odbéru.

e) Odbér ejakulatu pro vySetfeni neplodnych para

Sperma se odebird po dvou az tfidenni sexudlni abstinenci. Krat$i odstup od piedchozi
ejakulace mize snizit objem ejakuldtu a koncentraci spermii. Pti del$i abstinenci muze byt
snizena motilita spermii. Sperma se odebird masturbaci, pferuSovany styk miize vést ke
kontaminaci spermatu bakteriemi poSevniho prostiedi, pouziti kondomu ke kontaminaci
spermicidnimi latkami. Na odbér vzorka se pouzivaji nejlépe sterilni jednordzové nadobky.
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Pti odbéru mimo ambulanci je dilezité dopravit vzorek do 60 minut od odbéru pii pokojové
teplot¢ do laboratofe. Cilem je udrzet optimalni motilitu spermii pro analyzu kvality
spermatu.

6.1.2 Mnozstvi odebiraného materialu

Tabulka 1: Doporu¢ené¢ mnozstvi materialu pfi primarnim odbéru

Stanoveni zakladnich parametri humoralni

imunity 6 — 8 ml srazlivé krve
Stanoveni zakladnich parametrii bunécné
imunity 6 — 8 ml nesrazlivé krve
Stanoveni specialnich analytt (spec. IgE,
autoprotilatek, protilatek proti infekénim agens vzdy 1 ml srazlivé krve na 2 — 3 analyty
3j.)
mnozstvi nesrazlivé krve a specifikace

Stanoveni specialnich analyti bunééné imunity jsou uvedeny u jednotlivych metod
Vysetieni kalprotektinu mnozstvi stolice o velikosti hraSku

6 ml srazlivé krve pro Aspergillus
Prtkaz galaktomannanového antigenu (1 ml BAL)

6 ml srazlivé krve pro Candidu
Vysetifeni HLA — specifickych protilatek 8 — 10 ml srazlivé krve

6.1.3 Doporuceny odbérovy systém

Ve FN je pouzivan bezpecnostni systém BD Vacutainer (obr. 1). Slouzi k odbéru krve pro
analyzu v laboratorni diagnostice. Jednd se o uzavieny vakuovy systém, ktery vylucuje
moznost kontaminace zdravotnického personalu, pacienta a prostfedi krvi a tim 1 moznost
infikovani odebiranym materialem.

Zkumavky jsou sterilni, nerozbitné pti padu i centrifugaci, dokonale prithledné se Stitkem pro
identifikaci, spolehlivé uzaviené s presné¢ definovanym, elektronicky testovanym vakuem
postacujicim k naplnéni pravé jen uvedenym objemem krve. V odbérovém systému jsou
vyuzity technologie umoZiujici téméf okamzité ziskani séra pro laboratorni vySetieni
(akceleratory hemokoagulace, separacni gely), zajistujici dlouhodobou stabilitu vzorku a
snadny transport.

Vsechna potiebna, vysoce kvalitni chemicka aditiva jsou ve zkumavkach pfesné
nadavkovéana, takZe je zachovan jejich pomér k nabranému objemu krve, ktery je na
zkumavce vyznaCen. Tento systém nabizi kompletni sortiment zkumavek v objemovych
velikostech od 1 do 10 ml.

Na détské klinice FN je pouzivan odbérovy systém SARSTEDT (obr. 2).

Obr. 1 Typy odbérovych zkumavek BD Vacutainer
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S-Monovettes are
also available with
a paper label to
write on.

Outer 1o dameter 16 mm 15 mm 15 mm 13 mm 13 mm 11 mem 11 mm 8 mm 8 mm
Outor Sametee scrow cap 19 mem 18 mm 18 rem 18 rmm 16 mm 13 mm 13 mm 13 mem 13 men

Tt langth with screw cap 108 mm 108 rmm 01 mm 106 mm 81 mm 108 mm 82 mm 140 mmen 2 mn
Tube leng®h without scrow cap 2 mm 02 mm 75 oum 90 mm 65 mm 92 mm o6 mm 130 mem 86 mm
Scrow cap lor re-capping 85176 85729 85726 65728 25728 5121 651121 65 1121 a2

* S-Monowies are 0ol avadable with papee label

Obr. 2 Systém Sarstedt

Vyse uvedené systémy jsou nami pouze doporucovany. Pokud je odbér proveden do spravné
zkumavky jiného vyrobce, je materidl podle pozadavki zpracovan.

Tabulka 2: Specifikace odebiraného materialu (vendzni krev) a typ odbérové zkumavky pro
UKIA

Biologicky materizl Typ odbérové nadobk

Srazliva zilni krev Zkumavka s délicim gelem Sérologicka vysetieni
zluté vicko napr. ECP, komplement aj.
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Odbérove zkumavky a nadoby pro jiny odbérovy material:
e likvor, punktat, BAL, sputum, kostni dien, ejakulat, tkan — plastova zkumavka nebo
jind nadobka bez upravy
e moc¢ — mocova zkumavka, popft. plast nebo sklo bez upravy
e stolice — odbérova nadoba na stolici, popt. jina plastova nebo sklenéna nadoba

6.2 Pozadavkové listy (zadanky)

Ve FN HK se pouzivaji elektronické zadanky, které se vypliuji v klinickém informacnim
systému MEDICALC. Do laboratote prichazeji s materidlem v papirové podobé.

Pro spadovou oblast jsou zadanky pro bunééna i humoralni vySetieni upraveny v elektronické
podobé a jsou k dispozici na strankach naseho ustavu (www.fnhk.cz/ukia), odkud si je mizete
stdhnout a vytisknout. NaSe pracovisté poskytuje zaddanky na sva vySetfeni (jednd se o
zadanku ,,obecnou®, ,alergologickou® a ,bunéénou®). Tyto zddanky obdrzite obratem na
pozadani. Pozadat lze telefonicky, pisemné i e — mailem.

Pozadavek na vySetfeni 1ze poslat i na jakémkoli jiném typu zadanky, pokud bude obsahovat
tyto povinné tdaje:

rodné nebo identifikacéni ¢islo pojisSténce (Cislo pojisténce u cizincil)

jméno a pfijmeni pacienta

pohlavi pacienta

kontakt na pacienta

kéd zdravotni pojistovny

zakladni diagnézu pacienta

platné ICP 1ékate, jeho odbornost, razitko a podpis

kontakt na objednavatele (adresa, telefon, fax)

pozadovana vySetfeni, v¢. oznaceni urgentnosti vySetieni (statim)

druh primarniho vzorku

datum odbéru, Cas odbéru (pokud je to relevantni — napf. u statim vySetfeni),
identifikace odebirajiciho pracovnika

datum a €as pfijmu vzorku; podpis pracovnika piijmu

e dalsi dopliujici tidaje, pokud jsou pottebné pro provedeni nebo interpretaci testu

Pozadavek musi byt vzdy jednoznacny a tidaje musi byt itelné.

PoZadavkovy list je nutné pfilozit k fadn€ oznacenému materidlu — min. jméno, rodné cislo
pacienta (prevence mozné zameny).

V ptipadé pozadavki na vySetfeni antiinfekéni imunity pacienta je tieba vyplnit elektronickou
nebo nasi zadanku (UKIA — antiinfekéni imunita nebo UKIA — obecna zadanka), popt. lze
pouzit i jiny typ Zadanky, ale je nutné pro potieby hlaSeni piipadné pozitivity nélezu
nékterych infekénich onemocnéni vyplnit i adresu pacienta.

Identifikace pacienta na zadance a oznaceni vzorku

V laboratofi jsou pfijimany pouze fadné oznaCené vzorky materidlli, které maji na Stitku
¢iteln€ napsano minimaln€¢ jméno a rodné ¢Cislo pacienta. Je piekontrolovana shoda
identifikace materidlu s pozadavkovym listem. Pokud je vSe v potadku, je Zadance 1 materidlu
ptidéleno potadové Cislo v daném dni, které pacienta provazi po celou dobu vySetfeni v nasi
laboratofi. Identifika¢ni znaky pacienta jsou zadany ru¢né nebo ¢teCkou Carovych kodu do
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laboratorniho informacniho systému. Tak je zajiSténa névaznost identifikovaného jedince na
zadance 1 na zkumavce s biologickym materidlem a rovnéz s ptipadnymi podily tohoto
materidlu. Pfifazené laboratorni ¢islo je uvedeno na vysledkovém listu.

6.3 Ustni poZadavky na vySetieni, dodate¢na a opakovana vysSeti‘eni

Opakovana ¢i dodatecna (i statimova) vySetfeni 1ze provést ze vzork jiz v laboratofi ptijatych
po telefonické domluvé s ordinujicim lékafem. Dodate¢na vysetieni lze u nékterych analyt
provadét surCitym omezenim, které je dano stabilitou analytu v odebraném materialu.
Laboratof skladuje vzorky pfi 4 °C u rutinnich metod maximaln¢ 5 dnd, u specidlnich metod
az 1 mésic pii — 20 °C. Po uplynuti této doby nelze vySetteni provést a je nutny novy odbér
vzorku.

Pokud je vzorek pro dodatecné vysetieni dostupny, je mozné toto vySetieni provést pouze za
predpokladu, Ze ordinujici 1ékat poSle novy pozadavkovy list s 0znacenym dodatecnym
vySetfenim a vSemi nalezitostmi uvedenymi v kap. 6.2.

6.4 Transport primarniho vzorku

Pozadavky na transport materialu jsou uvedeny v kapitole 5 u jednotlivych vysetieni.

Obecné plati, ze:

e biologicky material spole¢né¢ se zaddankou (i elektronickou) musi byt dopraven na
pfijem materialu v budové &. 17 nebo potrubni postou do laboratore UKIA do 15
hodiny (pokud to neni mozné, napt. mimo pracovni dobu, o vikendu nebo o svatcich,
kontaktujte sluzebni telefon humoralni nebo buné¢né imunologie)

e 7idanka ani vngj$i strana odbérové zkumavky nesmi byt kontaminovana biologickym
materialem

e vzorky od pacientl s jiz diagnostikovanym pfenosnym virovym onemocnénim musi
byt viditeln€ oznaceny

e vzorky musi byt pfepravovany v uzavienych odbérovych zkumavkach, které jsou
vlozeny do stojanku nebo piepravniho kontejneru tak, aby béhem transportu vzorku do
laboratofe nemohlo dojit k rozliti, potfisnéni biologickym materidlem nebo jinému
znehodnoceni vzorku; musi byt pfepravovany oddélené od zddanek

7. Kritéria pro odmitnuti primarnich vzorku

Laboratof vyviji maximalni Gsili vyfeSit co nejvétsi pocCet téchto udalosti vhodnou cestou,
napf. pomoci telefonickych dotazi.

Odmitnout lze:

e 7zadanku s biologickym materidlem, na které chybi nebo jsou necitelné zékladni
identifika¢ni udaje pacienta nebo ordinujiciho Iékafe nebo obsahuje-li pozadavek
(pozadavky) na vySetieni, které laboratof neprovadi ani nezajiSt'uje predani

e 7idanku nebo odbérovou nadobku znecisténou biologickym materidlem

e nadobku s biologickym materidlem, ktery neni z hlediska nezameénitelnosti dostate¢né
identifikovatelny
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e nadobku s biologickym materidlem, kde zjevné doSlo k poruSeni doporuceni o
preanalytické fazi

e neoznacenou nadobku s biologickym materialem

e Dbiologicky material bez zadanky

e Dbiologicky material, ktery neni vhodny k poZzadovanému vysetreni

a) Postup laboratofe pii nespravné identifikaci biologického materialu:
e analyza se neprovadi
e odesilajici 1€ékaf obdrzi informaci o odmitnuti materidlu s odivodnénim (nejcastéji
telefonicka domluva s 1ékafem)

b) Postup laboratofe pii nespravné nebo netplné identifikaci pacienta nebo l1ékaie na zadance
e pii nedostatecné identifikaci pacienta na zadance se materidl v laboratofi uskladni a
pokud je kdispozici udaj o odesilajicim subjektu, je tento pozadan (nejcastéji
telefonicky) o doplnéni udaji; pak lze teprve ptistoupit ke zpracovani materialu
e pokud neni k dispozici udaj o odesilateli, materidl nemutze byt zpracovén a je odmitnut

8. Uvolnovani vysledku

8.1 Informace o formach vydavani vvsledku, typy nalezu a laboratornich zprav

Po provedeni vysetieni jsou vysledky ptevedeny do laboratorniho informac¢niho systému, zde
jsou prekontrolovany odpovédnymi osobami a pfipraveny pro expedici. Expedice vysledki
probihd pomoci laboratorniho informaéniho systému, ktery provede tisk vysledkovych lista,
odesle vybrané nalezy elektronickou cestou a zaradi uzaviené vysledky pacienti do archivu.
Ve FN jsou vysledky po kontrole uvolnény k expedici do MEDICALCu a zarovein jsou stale
V papirové podobé po parafovani odesilany lékaifim potrubni postou. Mimo FN jsou
vysledkové listy zasilany v papirové podobé pies podatelnu.

Vsechny vysledky jsou elektronicky archivovany. Na vyzadani Ize potidit kopie vysledk.
Casové udaje o zpracovani vzorku jsou uvedeny u kazdého jednotlivého analytu v 5. kapitole
,.Piehled provadénych vysetieni* a na webovych strankdch UKIA (www.fnhk.cz/ukia).

8.2 Zmény vysledku a nalezu

Opravy jiz odeslanych vysledkovych listl 1ze provadét pro
e identifikacni ¢ast
e vysledkovou ¢ast

Oprava identifikacni ¢ésti

Opravou identifikace pacienta se rozumi oprava rodného Cisla, zména pojistovny, zména
pfijmeni. Provadi se bud’ pfi zadavani pozadavkl do LIS nebo v rdmci oprav databaze. Cislo
pojistovny se opravuje také po odmitnuti vyactovani ptvodné uvedenou zdravotni
pojistovnou.
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Oprava vysledkové casti
Lze ji provést, pokud ma pacient vySetfeni ve stadiu rozpracovanosti. Pokud jsou jeho
vysledky jiz uzavieny a je vytistén vysledkovy list, lze opravu provést nasledujicim
zpusobem:

e opravu vysledku schvaluje vedouci laboratote

e opravu provadi povéteny pracovnik s ptistupovymi pravy. O kazdé zméné vysledku se

provede zaznam v LIS formou textu do ptislusné zadanky vcetné autora opravy.

Opraveny vysledkovy list se spolu s vysvétlujicim komentatem odesle 1ékafi a jeho kopie se
uloZi do dokumentace laboratofte.

8.3 Hlaseni vysledku v kritickvch intervalech

Vyrazné patologické vysledky se neprodlené telefonicky konzultuji s oSetfujicim lékarem
pacienta bez ohledu na to, zda bylo vySetfeni provedeno v rezimu vitalni indikace, statim
nebo se jednalo o rutinni (bézny) vzorek.

Tabulka 4: Kritické hodnoty

Tabulka kritickych hodnot na tseku humorélni imunologie:

Parametr Kriticka hodnota

CRP > 50 mg/l

ASLO > 1000 TU/ml

ANCA myeloperoxiddza > 30 IU/ml

ANCA proteinaza 3 > 30 IU/ml

GBM pii pozitivité

Mannan antigen Aspergillus pfi pozitivité

Ab B. pertusis toxin IgA pfi pozitivité

Tabulka kritickych hodnot na iseku bunééné imunologie:

Parametr (vySetieni) Kriticky nalez
Imunofenotypizace pro prikaz | zachyt akutni leukémie,
krevnich malignit pfitomnost abnormalni, blastické

populace bun¢k
nalez krevni malignity nebo

Analyza zakladnich imunodeficience, ktery neni
lymfocytarnich populaci ocekavan dle diagn6zy nebo
periferni krve komentare na zddance

Laboratof denné provadi konzultani ¢innost formou interpretace laboratornich nélezl a
konzultace s indikujicim lékafem. Pravidelné konzultovanymi nalezy jsou vysledky
imunofenotypizacni analyzy periferni krve, kostni dfen¢ nebo likvoru v diagnostice krevnich
malignit. Podrobna konzultace se provadi rovné€z u nalezi reprodukéni imunologie a
autoimunity a u vySetieni HLA — specifickych protilatek.
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Fakultni nemocnice Hradec Kralové

Kromé t&chto specializovanych konzultaci Ustav klinické imunologie poiada pro klinické
pracovniky v regionu pravidelné seminare.

9. Zpusoby reSeni stiznosti a reklamaci

Kromé drobnych ptipominek k praci laboratofe, které piijima, okamzité fesi a nasledné
informuje svého nadiizeného kterykoliv pracovnik laboratofe, je vyfizovani stiznosti a
reklamaci v kompetenci vedouciho laboratofe.

Ptijeti stiznosti a reklamace

Drobnou piipominku k praci v laboratofi feSi okamzit¢ pracovnik, ktery stiznost nebo
reklamaci pfijal, je-li to v jeho kompetenci. Jinak ptfedava stiznost nebo reklamaci vedeni
laboratoie. Pfi zjevné neopravnéné stiznosti (reklamaci) pracovnik informuje a predava
k feSeni tuto skutecnost vedeni laboratofe.

Vyiizeni ustni stiznosti
e Jde-li o drobnou piipominku k praci laboratofe a je mozné ji vyfeSit ihned, uéini se
tak. Tento typ stiznosti se nezaznamenava.
e Zavazngjsi stiznost, kterou Ize vyfesit ihned, vyfesi pracovnik, ktery stiznost piijal. O
stiznosti a jejim feSeni informuje vedeni laboratofe a provede zapis do knihy stiznosti.
e Neni-li mozné vytesit stiznost ihned, podava se navrh feSeni, zplisob odpovédi a urci
se termin k vyfizeni. Provede se zapis do knihy stiznosti.

Vytizeni pisemné stiznosti
e Pisemnou stiznost fesi vzdy vedeni laboratofe. StiZnost se zaznamenava do knihy
stiznosti a pokud ji Ize vytesit ihned, ucini se tak pisemné.
e Neni-li mozné stiznost vyiesit ihned, navrhne se postup feseni a termin vyfizeni a vse
se ozndmi stézovateli. Provede se zapis do knihy stiznosti a do uvedeného terminu se
stiZznost pisemné vytesi.

10. Prilohy

Ptiloha €. 1 Zaznam o proskoleni
Ptiloha €. 2 Zménové fizeni
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