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PREDSLOV

Publikacia Navody na praktické cvienia z imunoldgie je urena pre Studentov
mediciny, zubného lekarstva, nelekarskych Studijnych programov, ako aj pre lekarov,
vedecko-vyskumnych a zdravotnickych pracovnikov. Navody na praktické cvi¢enia
Z imunolégie su vystupom projektu KEGA &. 032UK-4/2015 MSVVaS SR.

Laboratorne techniky pouzivané v imunoldgii umoziuji identifikovat’ zlozky
vrodenej aj ziskanej imunity, humordlnej aj bunkovej imunity. Raciondlne indikovanie
laboratérnych vysetreni a schopnost’ v€asného stanovenia spravnej diagnozy je velmi
dolezité¢ z hladiska progndzy pacienta a prevencie vzniku irreverzibilnych tkanivovych
a orgadnovych poskodeni s potrebou zvysSenych nakladov na dlhodobu liecbu. To je mozné
iba vd’aka kvalitnej priprave, ziskanim potrebnych poznatkov v oblasti imunoldgie a ich
prepojenim s poznatkami z ostatnych medicinskych oblasti.

Navody na praktické cvicenia z imunoldgie poskytuju na jednej strane teoretické
poznatky a na druhej strane najéastejSie praktické metdédy pouzivané v imunologickych
laboratoriach. Umoziiuje Citatelom zvolit’ si vlastné tempo Studia, ziskat' spédtnu vizbu
prostrednictvom kontrolnych otazok zaradenych v zavere kazdej kapitoly.

Ziskanie dokladnych poznatkov o moZnostiach laboratornej diagnostiky sa v praxi
prejavi konkrétnym prinosom, aby sa mohli nielen v€as rozpoznat auCinne lieCit
ochorenia, ale tiez vhodne stimulovat’ jednotlivé zlozky imunitného systému v sulade s ich
vyvojom, alebo naopak tlmit’ zlozZky imunitného systému, ak si to zdravotny stav pacienta
vyzaduje.

Na zaklade erudovanych znalosti je mozné racionalne indikovat laboratorne
vySetrenia priamej inepriamej diagnostiky, znizit' traumatizaciu pacienta zbytoénymi
vySetreniami a odbermi, a tym zlepsit’ kvalitu zivota pacienta.

MUDr. Martina Neuschlova, PhD.
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1 BUNKY IMUNITNEHO SYSTEMU

1.1 HEMATOPOEZA

Bunky, ktoré zabezpeCuji imunitni reakciu sa nazyvaji imunokompetentné
bunky. Bunky imunitného systému maj rozne dlhy Cas zivota. Ich ibytok je dopliovany
hematopoézou. Hematopoéza je formovanie a vyvoj Cervenych a bielych krviniek
z pluripotentnej hematopoetickej kmenovej bunky. Je to proces tvorby a obnovy
krvnych buniek, tie prechadzaji Stadiom proliferacie, diferenciacie a dozrievania.
Z pluripotentnej kmenovej bunky sa diferencuje myeloidna alymfoidna linia

multipotentnych buniek (obrazok 1).

Z lymfoidnej linie sa vyvijaju lymfocyty, z myeloidnej linie ostatné krvné bunky:
granulocyty, monocyty, erytrocyty a trombocyty. Hematopoéza u dospelého cloveka
prebieha v kostnej dreni a regulovana je pocetnymi cytokinmi (krvné rastové faktory GM-
CSF, M-CSF, G-CSF, eryptropoetin, trombopoetin, interleukiny IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
7, IL-8, IL-9), tieZ niektorymi horménmi a nervovymi vplyvmi. Pre spravnu c¢innost’

hematopoézy su potrebné vitaminy a mineraly.
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Obr. 1 Hematopoéza
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11



Percentudlne zastipenie jednotlivych krvnych leukocytov je zndzornené v tabulke 1.

Tab 1. Percentualne zastupenie krvnych leukocytov u ¢loveka (vlastné spracovanie)

Neutrofilné granulocyty | 60 %

g&nﬁ :f))cyty Eozinofilné granulocyty | 4 %
Bazofilné granulocyty <0,2%
Monocyty 8 %
T-lymfocyty
AU Lymfocyty | B-lymfocyty | 25 %
NK bunky

1.2 CD ZNAKY BUNIEK IMUNITNEHO SYSTEMU

Bunky imunitného systému st charakterizované pritomnostou membranovych
znakov (glykoproteinovych antigénov). Tie sa objavujui v membrane buniek pocas ich
vyvoja a oznacuju sa CD (Cluster of Designation).

CD znak je jedine¢na molekula alebo komplex molekul, ktoré bunka
exprimuje. Tieto molekuly pomahaju diferencovat’ typ alebo subtyp bunky, jej maturacné
Stadium, stupen aktivacie atd’.

Nazov pozostava z pismen CD a Cislic (napr. CD1, CD?2,...). Niektoré CD znaky st
Specifické len pre niektoré bunky, a preto je mozné ich vyuzit’ na presnejSiu izolaciu
roznych bunkovych populacii. Prehl'ad niektorych najddlezitejSich CD znakov a typov
bunike je uvedeny v tabulke 2. Doteraz (2016) je oficidlne znamych 371 CD znakov,
okrem toho pribudaju d’alSie. Aktualny prehl'ad oficialne uznanych CD znakov je dostupny
na internetovej adrese: http://www.hcdm.org.

Tab 2. Prehl'ad CD znakov a typov buniek (vlastné spracovanie)

CD2 Nezrelé T-lymfocyty

CD3 Vsetky T-lymfocyty (sucast’ TCR)

CD4 T helper lymfocyty

CD8 T cytotoxické lymfocyty

CD14 Monocyty a makrofagy

CD15 Neutrofily a eozinofily

CD16 NK bunky, neutrofily

CD19 B-lymfocyty

CD38 Plazmatické bunky

CD56 NK bunky

CD58 Endotelové bunky, bunky predkladajuce antigén T-lymfocytom
CD68 Dendritové bunky, makrofagy

CD80 a 86 | Bunky predkladajuce antigén T-lymfocytom
CD203 Bazofilné granulocyty, mastocyty

12



1.3 POLYMORFONUKLEARNE LEUKOCYTY

Patria medzi bunky imunitného systému pochadzajice z myeloidnej linie.
Charakteristické je pre ne viaclalo¢naté jadro. Pomenovanie ziskali podl'a pritomnosti
pocetnych granul v cytoplazme, priCom na zaklade rozlicného farbenia granmil pri
mikroskopickom dokaze sa delia na tri typy:

- Neutrofily: ich granuly sa nefarbia ani bazickymi ani kyslymi farbivami

- Eozinofily: ich granuly sa farbia kyslymi farbivami na ¢erveno

- Bazofily: ich granuly sa farbia bazickymi farbivami na tmavomodro.

1.3.1 Neutrofily

Neutrofily (neutrofilné granulocyty, mikrofagy) predstavuju viac ako polovicu
vSetkych leukocytov (60 % z leukocytov), velkosti 15 um. Zdravi 'udia maja asi 5000
neutrofilov v kazdej kvapke krvi. Nezrelé neutrofily maji jadro v tvare tycky, zrelé
neutrofily maju segmentované jadro. V cytoplazme sa nachadzaju dvojaké typy granul,
ktoré obsahuju antimikrobialne posobiace latky:

o Primarne azurofilné granuly obsahuju hydrolazy, myeloperoxidazy.
o Sekundarne granuly obsahuja laktoferin, lyzozym, alkalicki fosfatazu,
kolagenazu a iné.

Patria Kk najaktivnej$im leukocytom s vel'mi vyvinutou schopnostou fagocytozy.
Zarad’uji sa medzi profesionalne fagocyty. Su to zdkladné bunky 1. obrannej linie proti
patogénom, cudzorodym bunkam.

St to vel’mi vykonné bunky imunitného systému (,,tazné kone*), vyznamné su
Vv obrane proti infekcii tym, ze napadni baktérie. Maju dodleziti ulohu v zapalovom
procese, pretoze sa rychlo mobilizuju do miesta zapalu, st to prvé bunky prichadzajuce
na miesto poskodenia. V mieste zdpalu sa na endotélidach ciev objavia molekuly, ku
ktorym neutrofily pevne adheruju a prestupia diapedézou cez stenu cievy. Nasledne
zamieria do miesta, odkial' prichddzaju chemotaktické signdly. Latky uvolnené z grantl
neutrofilov maju silny baktericidny u¢inok aslizia na likvidaciu pohltenych ¢astic.
Fagocytuju, ale nie st antigén prezentujice bunky.

Neutrofily ziju iba kratko, necely defi, nemaji mitochondrie. Ako zdroj energie
vyuzivaju cytoplazmaticky glykogén, ten je zdrojom glukozy pri anaerdbnej glykolyze.
Neutrofily tak mo6Zu Gc€inkovat’ aj v mieste bakteridlnej infekcie — v poSkodenom tkanive
s nizkym obsahom kyslika (obrazok 2).

) -—
Obr. 2 Neutrofil (https://airaanisa.files.wordpress.com/2013/01/neutrofil.jpg)
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1.3.2 Eozinofily

Eozinofily predstavuji 4 % z leukocytov, velkosti 18 pum. Zdravi l'udia maju
niekol’ko sto eozinofilov v kvapke krvi. V cytoplazme maju okolo 200 granul, ktoré
obsahuju Specializované proteiny: hlavny bazicky protein, eozinofilny kationicky protein,
eozinofilni peroxidazu..., ktoré posobia toxicky na parazity (hlavne Cervy) a nadorové
bunky.

Su schopné len slabo fagocytovat’. Avsak po aktivacii sa z granil uvolfiuja
aktivne metabolity, secernuji sa leukotriény, prostaglandiny a cytokiny, ktorymi je
poskodzovany povrch parazita. Pocet eozinofilov je pri parazitarnej infekcii zvyseny, ¢o
je jednym z laboratérnych diagnostickych znakov. Na bunkovej membrane eozinofilov sa
nachadzaju receptory pre imunoglobuliny IgE azloZky komplementu. Zohravaju
délezitu ulohu pri alergickych reakciach, aj pri chronickom zépale (obrazok 3).

Obr. 3 Eozinofil (upravené podla: http://www.hematoloji.org.tr/files/image/kan/kan10.jpg)

1.3.3 Bazofily

Bazofily predstavuju len menej ako 0,2 % zleukocytov. Cirkuluju v Krvi
a morfologicky st podobné mastocytom. V cytoplazme maji granuly, ktoré obsahuju
vel'ké mnozstvo zapalovych mediatorov: histamin, heparin... Neobsahuji peroxidazu.

Aktivované su predovsetkym pri alergickej reakcii (zapal je beznou sucastou
alergickych reakcii). Histamin rozSiruje cievy a podiel'a sa na vzniku zihlavky, ktora je
Casto pritomna pri alergickych reakcidch. V bunkovej membrane sa nachadzaju receptory
pre imunoglobulin IgE. Bazofily nefagocytuju (obrazok 4).

&

Obr. 4 Bazofil (http://www.angelfire.com/ok3/apologia/drafts/basophil.jpg)
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1.4 MONONUKLEARNE BUNKY

1.4.1 Mastocyty

Mastocyty (Zirne bunky) s tkanivové bunky S priemerom okolo 30 pum. Su to
mononukledrne bunky s metachromaticky sa farbiacimi granulami. Maju relativne malé
jadro. Vyskytuju sa v spojivovom tkanive, hlavne pri krvnych, lymfatickych cievach a pri
periférnych nervoch. Su lokalizované predovsetkym v blizkosti epitelovych povrchov
dychacieho, traviaceho systému a koze, ktoré st vystavené podsobeniu alergénov
vonkajSicho prostredia. Morfologicky sa podobaju bazofilom, ktoré cirkuluja v krvi. Ich
granuly obsahuji mnohé zapalové mediatory (heparin, histamin...). Neobsahuju
peroxidazu.

Mastocyty st najdélezitejSie bunky pri alergickych reakciach. V ich bunkovej
membrane sa nachadzaju receptory pre imunoglobuliny IgE (FceRI). Pri prvom kontakte
s alergénom dochadza k senzibilizacii jedinca, vytvoria sa Specifické protilatky triedy IgE,
ktoré sa naviazu svojim Fc-fragmentom na mastocyty (alebo bazofily), ktoré maji pre
protilatky IgE Specifické receptory (FceRI). Po naslednej expozicii jedinca tomu istému
antigénu sa antigén spoji s nadviazanymi protilatkami IgE, ¢o spOsobi degranulaciu
mastocytov (alebo bazofilov) a uvolnenie mediatorov alergickej reakcie do
extracelularneho priestoru. Tieto medidtory su dvojakého druhu, primarne a sekundarne:

v Primarne mediatory su tie, ktoré su uz vopred vytvorené a uskladnené v granulach:
histamin, proteoglykany (heparin, chondroitinsulfat), proteazy a niektoré cytokiny.

v Sekundarne mediatory su tie, ktoré sa syntetizuju de novo. Patria sem leukotriény,
prostaglandiny, faktor aktivujuci trombocyty — PAF.

Vysledkom ich pdsobenia je kontrakcia hladkého svalstva, bronchov, zna¢na
vazodilatacia a prienik tekutiny do extravaskularneho priestoru (obrazok 5).

b Ry
Obr. 5 Mastocyty (http://www.mastcellaware.com/images/mastcells-lg-1.jpg)

1.4.2 Monocyty

Monocyty (obrazok 6) predstavuji okolo 6-8 % z leukocytov, velkosti 12-20 pum,
st agranulocyty (neobsahuju granuly). St to mononuklearne bunky s vakuolizovanou
cytoplazmou, ktora sa farbi slabo bazofilne sivo-modro. Maju okrahly alebo nepravidelny
tvar s velkym excentricky uloZenym jadrom, ktoré ma zvyCajne nepravidelny tvar
(oblickovity). Zdravi I'udia maju okolo 500 monocytov v kvapke Krvi.

Pre fagocytozu st vybavené pocetnymi receptormi, pomocou ktorych rozpoznavaju
Castice urCené na pohltenie a likvidaciu. Zrelé monocyty putuju z kostnej drene do krvi, po
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troch diloch opustaju krvné riecCisko diapedézou a premiestiuji sa do tkaniv, kde sa
premenia na tkanivové makrofagy, ktoré prezivaji nickol’ko mesiacov (ak nie su
aktivované zapalovym procesom) a na dendritové bunky.

\ )
Obr. 6 Monocyt (http://www.svt.ac-versailles.fr/IMG/jpg/monocyt.jpg)

1.4.3 Antigén prezentujuce bunky - APC

Medzi antigén prezentujice bunky (Antigen Presenting Cells — APC) patria
dendritové bunky, makrofagy a B-lymfocyty. Schopnost’ prezenticie antigénu maja
najmi myeloidné dendritové bunky a makrofidgy. Schopnost’ prezentacie antigénu maja aj
B-lymfocyty, ale v mensej miere.

1.4.4 Makrofagy

Makrofagy su pohyblivé mononuklearne fagocytujuce bunky. Sa to profesionalne
fagocyty a zaroven antigén prezentujice bunky. Prekurzorom makrofagov su monocyty.
Tkanivové makrofagy si vyznamné v 1. obrannej linii proti patogénom. Fixné
makrofagy st nepohyblivé a su usadené v spojivach, v pripade potreby sa mézu menit’ na
vol'né makrofagy, ktoré st schopné amébovitého pohybu a fagocytozy.

Nachédzaji sa vroznych tkanivaich apodla miesta vyskytu maju svoje
pomenovanie. Vic¢Sina makrofigov sa nachadza na strategickych miestach, kde sa
predpokladad invazia mikroorganizmov alebo je pravdepodobna akumulédcia cudzorodych
Castic. Prvykrat popisal makrofigy Mecnikov v roku 1892 na zaklade ich schopnosti
fagocytovat’ mikroorganizmy.

Makrofagy: V spojivovom tkanive sa oznacuju ako histiocyty,
Vv peceni su Kupfferove bunky,
v kostiach osteoklasty,
v mozgu mikroglie,
Vv pl'icach alveoldarne makrofagy,
Vv ser6znych dutinich peritonedlne a pleuralne makrofagy,

V podslizni¢nom tkanive st su¢astou MALT (mucosa-associated lymphoid
tissue) a d’alsie.

Makrofagy ziji dlho, niekol’ko mesiacov, pokial’ ich neaktivuje zépalovy proces
alebo posSkodenie tkaniva. Ich ulohou je okrem fagocytézy aj prezenticia antigénov
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T-lymfocytom, regulacia zapalu, destrukcia mikroorganizmov, odstranovanie odumretych
buniek, destrukcia nadorovych buniek a buniek infikovanych hubami a parazitmi,
produkcia rdéznych signadlnych a antimikrobidlnych proteinov, podpora hojenia ran
a obnova tkaniv (v rane najskor pohltia ausmrtia baktérie, potom produkuju enzymy
potrebné na rozklad poskodeného tkaniva a nakoniec syntetizuju rastové faktory potrebné
na remodelaciu tkaniva) a udrziavanie homeostazy zeleza.

1.4.5 Dendritové bunky

Dendritové bunky (DC) st najdélezitejSie antigén prezentujice bunky (obrazok
7), zohravaju rozhodujucu ulohu v iniciovani ziskanej imunitnej odpovede. Pdsobia ako
poslovia medzi vrodenou a ziskanou imunitnou odpoved’ou. Aktivované dendritové bunky
predstavuja aktiva¢ny signal pre naivné T-lymfocyty. Svoje pomenovanie dostali podla
charakteristického vzhl'adu s poc¢etnymi membranovymi vybezkami (vetvami; dendron je
po grécky strom). Ich prekurzorom st monocyty.

Lokalizované su predovSetkym V nelymfatickych periférnych tkanivach na
miestach kontaktu s vonkaj$im prostredim. Vyskytuji sa v tkanivich najmid koze (v
pokozke sa oznacuju ako Langerhansove bunky), sliznici dychacieho systému a traviaceho
traktu (intersticialne DC), v aferentnych lymfatickych cievkach (zavojnaté DC),
v cirkulacii v periférnej krvi (0,4 %), v sekundarnych lymfatickych tkanivach (vimedzerené
DC), v medule tymusu (tymusové DC). Nezrelé formy dendritovych buniek su tiez v Krvi.
Mob7u sa delit’ na zrelé a nezrelé.

Nezrelé dendritové bunky nie st schopné uc¢inne aktivovat' T-lymfocyty.
Zachytavaji vSak velké mnoZzstvd rozpustnych a korpuskuldrnych castic fagocytéozou
a makropinocytézou. Vo fagolyzozomoch je pohlteny material spracovany na peptidy.
Dendritové bunky slizia ako vyhPadavace. Svojimi vybezkami zasahuji medzi
epitelové bunky aak zachytia antigén, migruji do regiondlnych lymfatickych uzlin.
Popritom zaroven spracuju zachyteny antigén a predstavia ho ako peptid viazany na
molekuly HLA II. triedy Th-lymfocytom. Tato vézba predstavuje prvy signal potrebny pre
aktivaciu naivnych Th-lymfocytov. Poc¢as tohto procesu dendritové bunky dozrievaju.
Vysledkom je zvySend expresia kostimulaénych molekal v dendritovych bunkéch, ktoré
reaguji s partnerskymi molekulami Th-lymfocytov. Tieto kostimula¢né interakcie
predstavuju druhy signal potrebny pre optimalnu aktivaciu naivnych Th-lymfocytov do
subpopulacii Th-lymfocytov, ktoré su schopné uvolfiovat’ rozne cytokiny a tym regulovat’
imunitnd odpoved’. Nie vSetky antigény vSak vstupuji so bunky prostrednictvom
fagocytdzy. Niektoré st naviazané na povrch cielovej bunky a ndsledne degradované
pomocou proteazomov, potom sa prezentuji v spojeni s HLA 1. triedy cytotoxickym Tc-
lymfocytom.

Zrelé dendritové bunky teda prezentuju antigén podla toho, ¢&i ide
0 extracelularny antigén (exogénna draha prezentacie — antigén prezentuju DC na svojom
povrchu v spojeni s HLA molekulami Il. triedy) alebo intracelularny antigén (endogénna
dréha prezenticie — antigény autologne, virusové, nadorové si prezentované dendritovymi
bunkami v spojeni s HLA molekulami 1. triedy).
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Dendritové bunky sa delia tieZ na myeloidné a plazmacytoidné. Myeloidné
dendritové bunky (mDC — myeloid dendritic cell) sa nachadzaju v lymfoidnych organoch,
vV miestach  najpravdepodobnejSiecho  vstupu  antigénov, v kozi, respiranom
a gastrointestinalnom trakte. Ich najzékladnejSou biologickou tlohou je prezentacia
antigénu a nasledna polarizacia imunitnej odpovede. Plazmocytoidné dendritové bunky
(pDC — plasmacytoid dendritic cell) cirkuluji v krvi aboli najdené aj periférnych
lymfatickych organoch. Produkuji velké mnozstvo interferonov (najmi alfa), o vedie
k aktivacii buniek imunitného systému, a to k aktivacii NK buniek a makrofagov a vedie k
zintenzivneniu fagocytozy. Interferony su dolezité na vytvorenie antivirusovej imunitnej
reakcie. Dalsou skupinou su folikuldrne dendritové bunky, ktoré su takto pomenované
podla miesta svojho vyskytu v lymfatickych folikuloch, kde vytvaraji mikroarchitekturu
(siet)) a hoci maju tiez dlhé ,,dendritické* vybezky, nie su to dendritové bunky v pravom
zmysle slova. Nemaju hematopoeticky povod, neexprimuji HLA II. triedy, nefagocytuja
aani neprezentuju antigén. Zachytavaji antigény opsonizované komplementom alebo
protilatkami. Podiel'aji sa na vytvarani budacich pamétovych B buniek.
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Obr. 7 Dendritové bunky (http://www.amsvans.com/blog/wp-content/uploads/2013/06/tip-dendritic-
cells-stained-purple-multiple-sclerosis-ms-study.jpg)

1.4.6 Lymfocyty

Lymfocyty (obrazok 8) predstavuju 25-30 % vSetkych leukocytov. Su to
agranulocyty pochadzajice z lymfoidnej linie.

Sprostredktivaju Specifické imunitné reakcie. Vyskytuju sa hlavne v lymfe a vo
vSetkych organoch lymfatickej sustavy. S to okrthle bunky s velkym okrthlym az
ovalnym jadrom a tzkym lemom cytoplazmy, ktora sa farbi svetlo modro. Jadro zabera
skoro celi bunku, je tvorené hustou kompaktnou sietou chromatinu. Co do velkosti mézu
byt malé, stredné a vel'ké. Maly zrely lymfocyt je najmensim leukocytom (8-12 pm).
Podla funkcie, membranovych znakov (CD znakov) a povrchovych receptorov na
rozpoznavanie antigénov (TCR, BCR) sa rozliSuju jednotlivé druhy lymfocytov: T-
lymfocyty, ktoré tvoria 65-75 % a B-lymfocyty, ktoré tvoria (20-30 %). Vo svetelnom
mikroskope sa nedaju rozliSit, ale na zaklade povrchovych membranovych znakov sa daju
odliSit' prietokovym cytometrom. Zakladom pre Kklasifikiciu je pritomnost

membranovych znakov (CD znakov) a expresia receptorov pre rozpoznavanie antigénov
(TCR, BCR).
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Obr. 8 Lymfocyty (http://www.pathologystudent.com/wp-content/uploads/2010/07/normal-lymphs.jpg)

T-lymfocyty

T-lymfocyty sa vyvijaju zkmenovej pluripotentnej hematopoetickej bunky
v kostnej dreni a svoju kone¢ntt morfologicka a funkéna podobu ziskavaju po migracii do
tymusu.

St zodpovedné za bunkami sprostredkovanu Specificki imunitu (celularnu).
Antigénové receptory T-lymfocytov rozpozndvaji peptidové fragmenty proteinovych
antigénov, ktoré st viazané na molekuly HLA na povrchu antigén prezentujucich buniek.
Na zéaklade expresie rozdielneho antigénového receptora (TCR) sa delia T-lymfocyty na
dve zakladné populacie: s receptorom TCRaf asreceptorom TCRyd. T-lymfocyty
sreceptorom TCRoaf su v prevahe (95 %) Vv porovnani s T-lymfocytmi s receptorom
TCRyd (5 %). T-lymfocyty, ktoré majua receptor TCRaf} sa d’alej delia na pomocné (Th,
helper), cytotoxické (Tc) a prirodzené regula¢né (nTreg) lymfocyty. Vsetky maju
membranové znaky CD2 a CD3, navySe pre subpopulaciu pomocnych Th-lymfocytov je
typicky znak CD4, pre subpopulaciu cytotoxickych Tc-lymfocytov je to znak CDS8
a regula¢né nTreg-lymfocyty maji znak CD25.

o Pomocné Th-lymfocyty napomahaju B-lymfocytom v produkcii protilatok
a pomahaju fagocytom pri zni¢eni pohltenych mikroorganizmov.

o Cytotoxické Tc-lymfocyty zabijaju intracelularne prezivajice mikroorganizmy.

o DalSou skupinou T-lymfocytov st prirodzené regulaéné nTreg-lymfocyty, ktoré
tlmia imunitni odpoved’ a podiel’aju sa na udrziavani tolerancie na vlastné antigény
a na zabraneni vzniku autoimunitnych procesov.

T-lymfocyty sa po aktivacii antigénom diferencuji na efektorové bunky (Te)
a pamit’ové bunky (Tm). Aby boli naivné T-lymfocyty aktivované antigénom, antigén im
musi byt prezentovany aktivovanou APC, ktora exprimuje aj kostimulacné molekuly.
Antigén je rozpoznany TCR receptorom vo forme peptidového fragmentu naviazaného na
HLA molekulu na povrchu APC. TCR vie rozpoznat' antigén iba vo vizbe s molekulami
HLA I. (endogénna drdha prezentdcie antigénu) alebo HLA II. triedy (exogénna draha
aktivacie antigénu). Aktivacia T-lymfocytov sa potom mdZe uskutocnit, ak budit APC
stCasne exprimovat aj ko-stimulaéné molekuly potrebné ako druhy signal pre aktivaciu
naivnych T-lymfocytov.

Efektorové T-lymfocyty priamo napadaju a eliminuju bunky napadnuté virusmi
alebo tumoroérne zmenené a riadia spolupracu réznych buniek imunity tym, ze syntetizuja
molekuly, ktoré napomahaji inym bunkam znicit' patogéna.
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Pamitové T-lymfocyty prezivaju v organizme mnoho rokov a pri opakovanom
stretnuti sa s antigénom zabezpeCuju rychlu a intenzivnejSiu imunitnid odpoved’.
Charakteristickou vlastnostou T-lymfocytov je ich neustaly pohyb. Opustajua tymus
a krvou sa dostavaju do sekundarnych lymfoidnych organov (slezina, lymfatické uzliny),
odtial’ vycestuju do tkaniv, vracaju sa spit’ do lymfatickych uzlin a nakoniec do krvného
obehu. Tento cyklus sa uskutoéni priemerne za 24-48 hodin.

NK bunky

NK (natural killer) bunky - prirodzené zabijace su osobitnou populaciou
lymfocytov, pochadzaju =z lymfoidnej linie. Tvoria 5-15 % z celkovej populacie
lymfocytov v periférnej krvi. Diferencuju sa v kostnej dreni a cast moze vznikat aj
v tymuse. Morfologicky ide o0 heterogénnu populaciu s najvyssim podieclom velkych
granularnych buniek s priemerom 10-12 um. Maji membranovy znak CDI16, CDS56,
CD57, nemaji CD3 znak (ktory je inak typicky pre vSetky T-lymfocyty). Charakterizované
ako non B anon T-bunky, neexprimuju TCR, BCR. Maji schopnost’ neSpecificky
rozpoznavat niektoré cudzorodé bunky a zabijat’ ich.

NK bunky st komponentami vrodenej imunity (bunkovej zlozKky). St schopné
rychlo napadnut’ infikované bunky bez predchddzajicej senzibilizdcie. NK bunky maji
vyznam v protiniadorovej a protivirusovej imunite asvojou produkciou pocetnych
cytokinov sa zapdjaju aj do regulacie imunitnych procesov. St hlavnym efektorom
cytotoxicity zavislej na protilatkach (ADCC — antibody-dependent cellular cytotoxicity),
obsahuju receptor pre protilatky (Fc). Uvolnené cytokiny IL-2, IFN-y zvySuju proliferaciu
a cytotoxicku aktivitu NK buniek. Pod vplyvom produkcie interleukinu IL-2 sa diferencuju
do agresivnejsSej skupiny buniek, tzv. LAK buniek (lymphokine activated killer cells). IFN-
v aktivuje makrofagy k efektivnejSej fagocytoze pohltenych mikroorganizmov. NK bunky
a makrofagy su jednym z prikladov, kedy dva bunkové typy ucinne spolupracuju pri
eliminacii intracelularnych patogénov. Makrofagy pohltia mikroorganizmy a produkujua
IL-12, IL-12 aktivuju NK bunky k sekrécii IFN-y, ktory nasledne aktivuje makrofagy, aby
znicili pohltené mikroorganizmy.

NK bunky zohravaju kl'u¢ovi tlohu v rejekcii nadorov, imunitnom dohl’ade,
odolnosti proti infekcidm a reguldcii imunitnych reakcii. Zni¢enie nadorovych a virusom
infikovanych buniek zahffa ich rozpoznanie (NK bunky vyprazdnia obsah svojich
cytoplazmatickych grantl do extracelularneho priestoru v mieste kontaktu s infikovanou
bunkou. Uvolnené proteiny ako perforin, granzym, serinova esterdza vnikaji do
rakovinovych alebo infikovanych buniek a napokon dojde k ich zni¢eniu. NK bunka je
potom znovu uvolnend a znovu sa moze viazat na d’al§iu rakovinova bunku, cely proces sa
tak moze opakovat’ (obrazok 9).
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Obr. 9 Znicenie nadorovych a virusom infikovanych buniek NK bunkami (upravené podla:
https://classconnection.s3.amazonaws.com/933/flashcards/2828933/jpg/immune_surveillance--nk_cells-
144BCAOEDA02A2CDES51.jpg)

NKT bunky

NKT bunky predstavuji mensiu samostatnu subpopulaciu T-lymfocytov (v krvi
okolo 0,01-1 %). Dozrievaji v tymuse. Rozpoznavaji rozne typy antigénov. Podiel’aji sa
na moduldcii imunitnej odpovede, pretoze po stimulacii vedia vel'mi rychlo produkovat
mnozstvo cytokinov. Maju schopnost’ 1yzy buniek, podobne ako NK bunky sa uplatiuji
predovsetkym v protinadorovej a antimikrobidlnej imunite.

K bunky

K bunky (killer cells) predstavuju skor funkény druh lymfocytov, ktoré st schopné
zni¢it’ bunku v spojeni s protilatkou, ktora je na fu naviazana. K bunky sa zacastiujt
na ADCC reakcii — bunkami sprostredkovanej cytotoxicite zavislej od protilatky. K bunky
st zloZkami vrodenej imunity.

B-lymfocyty

B-lymfocyty sa nachadzaju v periférnej krvi v mnozstve 20-30 % z lymfocytov.
Vyvijaju sa z kmenovej pluripotentnej hematopoetickej bunky v kostnej dreni, kde aj
dozrievaji. Obsahuju membranovy znak CD19.

Zrelé B-lymfocyty nesi na svojom povrchu molekuly imunoglobulinov, ktoré
sliZia ako Specificky receptor pre antigén BCR.

St zodpovedné za humoralnu cast’ Specifickej imunity. V pritomnosti antigénu
(tymus nezavislého antigénu) alebo aj v spolupraci s T-lymfocytmi (tymus zavisly antigén)
sa menia B-lymfocyty na plazmocyty (plazmatické bunky), ktoré produkuji velké
mnozstvo Specifickych protilatok (samotné B-lymfocyty nemajii schopnost” produkovat’
protilatky). Cast aktivovanych B-lymfocytov sa nemeni na plazmatické bunky, ale zostava
Vv relativnom kl'ude v organizme dlhu dobu ako pamét’ové B-lymfocyty.
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Plazmatické bunky

Plazmatické bunky maju excentricky ulozené jadro, vel'ké mnozstvo cytoplazmy
S poCetnymi mitochondriami, s mnozstvom mohutného endoplazmatického retikula
a Golgiho aparatom.

Plazmatické bunky su vydiferencované efektorové bunky B-lymfocytovej linie
prispdsobené na ucinnu produkciu protilatok. Ich tilohou je produkovat’ protilatky
rovnakej Specifickosti ako mal povodny B-lymfocyt, z ktorého sa vyvinuli. Plazmatické
bunky vykazuju vlastné antigény, ktoré sa nenachadzaju na jej B bunkovych prekurzoroch,
nemaji povrchové Ig receptory, maji na svojom povrchu membranovy CD38 znak. Ziju
len niekol’ko dni. Protilatka, ktord je produkovana uréitou plazmatickou bunkou (a jej
Specifickym klonom) méze byt z ktorejkol'vek triedy (IgM, 19G, IgA, IgE, 1gD), ale bude
viazat len taky antigén, ktory navodil jej tvorbu (obrazok 10).
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Obr. 10 Plazmatické bunky (http://www.lymphsystem.net/wp-
content/uploads/2012/04/PCL.jpg?33fe37)

1.5 IZOLACIA MONONUKLEOVYCH BUNIEK Z PERIFERNE] KRVI

Izolacia mononukleovych buniek z periférnej krvi sa robi separaénym postupom
pomocou gradientovej centrifugacie scielom oddelenia mononukleovych buniek
(lymfocytov a monocytov) od erytrocytov a granulocytov.

Postup: Pouziva sa nezrazend vendzna krv, ktord sa v skumavke riedi
s fyziologickym roztokom v pomere 1:1 a potom sa opatrne navrstvi separacnym roztokom
(napr. ficoll-verografin, telebrix) a centrifuguje sa (2000 otacok/min.). Pocas centrifugacie
bunky s nizSou hmotnostou ako separacny roztok zostavaju nad jeho hladinou a bunky
S vy$Sou hmotnostou klesaju na dno skimavky. Nad separaénym roztokom a vrstvou
mononukleovych buniek sa nachadza plazma (obrazok 11).

vrstva mononukleovych
buniek

separacny roztok

erytrocyty
granulocyty

Obr. 11 Izolacia lymfocytov pomocou separa¢ného roztoku (upravené podla:
http://www.szu.sk/userfiles/file/Katedry/kat_149/BUNKOV%C3%81%20IMUNOL%C3%93GIA%20-
%?20laborat%C3%B3rne%20met%C3%B3dy.pdf)
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Vysledok: Pipetou sa odsaju mononukleové bunky. Takto ziskand suspenzia sa
scentrifuguje, sediment sa 2 x premyje fyziologickym roztokom a bunky sa spoditaji
v Biirkerovej komoérke. Za fyziologickych okolnosti sa z 1 ml krvi ziska 1-2 x 10°
mononukleovych buniek. V stcasnosti existuje niekol’ko modifikacii tejto klasickej
metddy, ktoré umoziuju presnejsiu izolaciu réznych bunkovych populécii.

1.5.1 Separiacia T-a B-lymfocytov na zaklade tvorby roziet

T-a B-lymfocyty maju rozne membranové receptory pre vizbu s erytrocytmi inych
zivoc¢iSnych druhov. T-lymfocyty maju na svojom povrchu receptor (CD2) pre baranie
(ovcie) erytrocyty (s LFA3) avytvaraju E-rozety (obrazok 12). B-lymfocyty maju
receptor pre mySie erytrocyty a vytvaraju M-rozety.

Postup: Najskor sa erytrocyty chemicky opractivaju (napr. neuraminidazou), aby sa
dosiahla pevnejSia vézba s l'udskymi lymfocytmi. Zvieracie erytrocyty sa po zmieSani
S Pudskymi lymfocytmi naviazu na povrch lymfocytov a vytvoria hviezdicovité tutvary,
ktoré sa oznacuju rozety. Za rozetu sa povazuje lymfocyt s naviazanymi najmenej tromi
erytrocytmi.
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Obr. 12 Schéma tvorby E-rozety (upravené podla: Cruse JM, Lewis RE. lllustrated Dictionary of
Immunology, Third Edition. CRC Press Taylor & Francis Group 2009; 816 pp. ISBN 978-0-8493-7987-1)

Vytvorené rozety sa potom oddel'uji od lymfocytov, ktoré neviazali erytrocyty na
principe akym sa izoluji mononukleové bunky (pomocou gradientovej centrifugacie).
V tomto pripade nad separaénym roztokom zostavajii nerozetujice lymfocyty a pod
separacny roztok sedimentuju rozetujuce lymfocyty.

Vysledok: Takymto postupom sa ziska suspenzia lymfocytov (napr. suspenzia T-
lymfocytov pomocou E-roziet) s ¢istotou okolo 95 %. V Biirkerovej komorke sa pocita
mnozstvo lymfocytov a roziet (obrazok 13).

Obr. 13 Rozeta — mikroskopicky obraz (http://sondrabarrett.com/wp-
content/uploads/2011/05/pmn-rosette.jpg)
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Rozetové testy umoziuju rozli§it dva typy roziet, ato aktivne a celkové,
v zavislosti od pomeru erytrocytov a lymfocytov a doby inkubacie.

= Aktivne rozety maju vyssiu aviditu receptorov pre ovcie erytrocyty (aj pri malom
pocte erytrocytov) a utvoria sa ihned’ po pridani erytrocytov.

= Celkové rozety sa dokazuju po 18-24 hodinach inkubacnej doby pri nadbytku
erytrocytov (odrazaju zhruba pocet T-lymfocytov).

Imunitny stav pacienta lepsie odrazaju aktivne rozety.

1.5.2 Separacia pomocou prietokovej cytometrie

Prietokova cytometria je Standardnou metddou na analyzu populacie jednotlivych
buniek, pri ktorej sa bunkova suspenzia znaCi najCastejSic pomocou monoklonalnych
protildtok S naviazanou fluorescencnou molekulou. Znacené molekuly monoklondlnych
protilatok sa naviazu na antigény vySetrovanych buniek. Suspenzia takto oznaCenych
buniek sa vlozi do prietokového cytometra, v ktorom cez trysku prechadza tenky prud
suspenzie a v iom letia bunky za sebou. Tento prad buniek je pretinany laserovym la¢om
a ziskané udaje st zaznamenavané do pocitaca a analyzované softwarom.

Prietokova cytometria predstavuje zlaty Standard stanovenia bunkovych populacii.
Je to rychla, senzitivna, automatizovand metdéda umoziujuca Statistické spracovanie.

Otazky k samohodnoteniu

1. Coje to hematopoéza? Ktoré bunky imunitného systému vznikaju z myeloidnej
linie a ktoré z lymfoidnej linie?

2. Co je charakteristické pre polymorfonuklearne leukocyty? Ktoré z nich prichadzaju
ako prvé na miesto poSkodenia? Ktoré z nich maji na membrane receptory pre
imunoglobuliny IgE?

3. Co je typické pre mastocyty? Pri akych reakciach zohravaju dolezita ulohu a pre¢o?
Ktoré mediatory uvolnuju do extracelularneho priestoru?

4, Ktoré bunky sa diferencuji z monocytov? Ktoré bunky patria medzi antigén
prezentujuce bunky (APC)? Kde st predovsetkym lokalizované dendritové bunky?
Aka je ich uloha?

5. Ktoré bunky patria medzi agranulocyty pochddzajuce z lymfoidnej linie? Ktoré
imunitné reakcie sprostredkuvaju? Co je zakladom pre klasifikaciu lymfocytov?

6. Aké su subpopulacie T-lymfocytov? Na aké bunky sa diferencuju T-lymfocyty po
aktivacii antigénom? Za ktorti Cast imunitnej odpovede st zodpovedné T-
lymfocyty?

7. Ktoré bunky pochadzajlice z lymfoidnej linie maji vyznam v protinddorovej
a protivirusovej imunite?

8. Ktoré bunky lymfoidnej linie su zodpovedné za humordlnu cast’ Specificke;j
imunity? Aké receptory nesi na svojom povrchu? Na aké bunky sa menia
V pritomnosti antigénu?

9. Popiste princip izolacie mononukleovych buniek z periférnej krvi. PopiSte princip
separacie T- a B-lymfocytov na zaklade tvorby roziet a pomocou prietokovej
cytometrie.

24



2 VYSETROVACIE METODY V IMUNOLOGII

Laboratérne techniky pouzivané v imunologii su zamerané bud’ na rozpoznanie
a zistenie mnozstva antigénov alebo protilatok v telesnych tekutinach a tkanivach alebo na
stanovenie buniek imunitného systému aich funkcii. Imunologické vySetrovacie
laboratérne techniky sa sucasne rozdel'uju aj na humoralne a bunkové.

o Pri humoralnych imunologickych vySetreniach moze byt vySetrované najCastejSie
sérum alebo plazma.

o Pri bunkovych imunologickych vySetreniach sa najcastejSie vySetruje plna krv
odobrata do skimavky s protizrdzanlivym prostriedkom.

Pre potreby diagnostiky Vv oblasti imunolégie vSak mézu byt okrem tychto materialov
vySetrované aj rozne telesné tekutiny (cerebrospinalny likvor, vypotky, bronchoalveolarne
lavaze a iné) alebo tkaniva (bioptické vzorky).

2.1 KOMPLEMENT

Komplement je komplex priblizne 30 sérovych glykoproteinov, ktoré vytvaraja
jeden zo zakladnych efektorovych systémov vrodenej neSpecifickej imunity.
Syntetizuju sa hlavne v pe€eni, menej v mononuklearnych fagocytoch, slezine a kostnej
dreni. Hlavnymi zlozkami st sérové proteiny C1 az C9. Tie sa kaskadovo aktivuju
premenou z neaktivnej formy na aktivne enzymy, ktoré posobia na d’alSie zlozky tejto
kaskady. Spravna funkcia komplementového systému zavisi na dokonalej stihre vSetkych
zlozZiek.

Podstatou pri aktivacii jednotlivych zloziek komplementu je premena prvej
neaktivnej zlozky C1 na aktivny proteolyticky enzym, ktory rozstiepi molekulu
nasledujtcej zlozky na dva fragmenty (vacsi fragment b, mensi fragment a — S vynimkou
C2). Jeden z nich ma proteolytickt aktivitu a rozstiepi nasledujucu zlozku komplementu.

Tento fragment sa 0znacuje pismenom b, je VA¢Si a ostava naviazany na povrchu
antigénu. Druhy fragment, oznacovany ako fragment a md inu biologicku aktivitu. Je
mensi apdsobi v tekutej faze. Horizontdlna Ciara nad sucastou alebo komplexom
komplementu oznafuje enzymaticku aktivitu. Niektoré zloZky nie st cislované, ale
oznacené ako faktory (faktor B, D, P = properdin, H, I). Fragment so stratenou biologickou
aktivitou sa oznacuje na zaciatku ,,i* (napr. iC3b). Niektoré zlozky maju oznacenie podla
funkcie (MBP, MASP).

K aktivacii komplementu dochadza klasickou, alternativnou alebo lektinovou
cestou (obrazok14).
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Obr. 14 Cesty aktivacie komplementu
(http://www.intechopen.com/source/html/43780/media/imagel.jpeg)

Ustrednou zlozkou komplementu je glykoprotein C3, pretoZe jeho fragment C3b sa
viaze na povrch mikroorganizmov. Koneénym vysledkom kaskadovej reakcie je lyza
ciePovej bunky.

2.1.1 Klasicka cesta aktivacie komplementu

Klasicka cesta aktivacie komplementu zaCina aktivaciou CI1. Spuista sa
naviazanim protilatok IgM alebo 1gG na povrch antigénu. Po naviazani protilatky na
antigén dojde ku konformacnej zmene imunoglobulinovej molekuly a odkryje sa vizbové
miesto pre zlozku komplementu C1q (toto vdzbové miesto sa nachadza v Fc Casti molekul
IgM alebo 1gG). K aktivacii dochadza po naviazani Clq na ticto molekuly, nasledne sa
zmeni konformacia Clr a Cls, ktoré sa stavaji serinovymi proteazami a vznikne
aktivovany komplex obsahujuci vSetky tieto zlozky Clqrs (vid’ obrazok 1). Pri klasickej
ceste aktivacie dochadza k ¢asovému posunu ,,nastartovania“ o 4-5 dni.

2.1.2 Alternativna cesta aktivacie komplementu

Alternativna cesta aktivacie je evoluCne najstarSia, spustana je vonkajSimi
faktormi, predovSetkym bakterialneho povodu (vid’ obrazok 13). Aktivovana moze byt
sucastami bakteridlnych stien gram pozitivnych aj gramnegativnych baktérii
(lipopolysacharidmi, peptidoglykanom), bakteridlnymi exoproduktami, povrchmi hub
(zymozan), virusmi a virusmi infikovanymi bunkami, nadorovymi bunkami, niektorymi
parazitmi...

2.1.3 Lektinova cesta aktivacie komplementu

Lektinova cesta aktivacie komplementu bola objavena ako posledna. Tato cesta je
obdobou klasickej cesty aktivacie, avSak aktivatorom nie je protilatka, ale sérovy lektin —
manozu viaZuci lektin (MBL — manose binding lectin). MBL patri medzi proteiny akutne;j
fazy zéapalu, zvySuje sa pri zépale. ViaZe manozu, ktora je typickou zloZkou povrchu
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mnohych mikroorganizmov. Po vizbe MBL na povrch mikroorganizmu sa nafn naviazu
proteinazy MASP-1 a MASP-2, atym vznikd komplex podobny ako Clqrs a nasledne
moze pokracovat’ kaskada aktivacie podobne ako pri klasickej ceste (vid® obrazok 13).
V tomto pripade vSak nie je nutna pritomnost’ protilatok ako pri klasickej ceste aktivacie.

Pri aktivacii komplementu sa uvadza do ¢innosti cely rad mechanizmov, ktoré maji
vel’ky vyznam pri obrane organizmu predovsetkym proti infekcii. Jednotlivé zlozky
komplementu maji vlastnosti chemotaxinov, opsoninov, reguluju proces fagocytozy
a zapalovej reakcie, navodzuju uvolfiovanie histaminu, podielaji sa na lyze
mikroorganizmov, uvolfiovani biologicky aktivnych latok, tvorbe druhych signdlov pre
zacCatie Specifickej imunitnej odpovede (tab.3). okrem obrannych efektorovych funkcii
posobi komplement a produkty jeho aktivacie aj na regulaciu imunitnej odpovede.

Tab. 3 Biologické u¢inky komplementu

Biologické ucinky komplementu Komplement
Lyza buniek C5b-C9, MAC
Zapalova odpoved’

degranulacia mastocytov a bazofilov C3a, C4a, C5a
degranuléacia neutrofilov C5a
degranulécia eozinofilov C3a, C5a
extravazacia a chemotaxia leukocytov v mieste zdpalu  C3a, C5a, C5b67
agregacia trombocytov C3a, C5a
uvolnovanie neutrofilov z kostnej drene C3c
uvolnovanie hydrolytickych enzymov z neutrofilov C5a

zvysenie expresie CR1 a CR3 na neutrofiloch C5a
opsonizdcia, stimuldcia fagocytozy C3b, C4b, iC3b
neutralizdacia virusov C3b, MAC
solubilizacia a odstrariovanie imunokomplexov C3b

2.2 PORUCHY KOMPLEMENTOVEHO SYSTEMU

K patologickym prejavom mdze viest’ zvySend aktivita komplementového systému
spOsobena neregulovanou aktivaciou, ale aj znizend aktivita spOsobenda geneticky
podmienenym alebo ziskanym deficitom niektorej zlozky komplementu.

Pri vySetreni komplementového systému najdeme zvySené hladiny jednotlivych
zloZiek vel'mi zriedkavo. VacSinou sa prakticky vySetruju iba zlozky C3 a C4. Ich zvysené
hladiny mozu byt prejavom zapalovej aktivity, pretoZze zloZky komplementu reaguju
podobne ako proteiny akutnej fazy zapalu.

ZniZena aktivita komplementu moze byt spdsobena na jednej strane geneticky
podmienenymi poruchami alebo chybanim niektorych zloziek komplementu, na druhej
strane ziskanou poruchou zloziek komplementu, inhibitorov a receptorov
komplementu. Pri posudzovani vrodenych pri¢in su vel'mi ¢asté vrodené heterozygotné
deficity C4. Zo ziskanych pric¢in dominuju pecenové zlyhania. Jednou z d’alSich moznosti
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je zvySena spotreba komplementového systému pri aktivacii imunokomplexami antigén —
protilatka. Takato zvySend spotreba komplementu byva v akatnom Stadiu
imunokomplexovych vaskulitid. Znizené hladiny zloziek komplementu mézu byt’ pric¢inou
viacerych patologickych stavov: napr. tazkych rekurentnych infekcii sposobenych
pyogénnymi baktériami, opakovanych neisseriovych meningitid,  autoimunitnych,
imunokomplexovych chorob, hereditarneho angioedému (pri deficite C1-inhibitora).

Pri  podozreni na poruchu niektorej =zlozky klasickej cesty aktivacie
komplementového systému sa robi test CH 50, pri podozreni na poruchu alternativne;]
zlozky sa moéze robit’ vySetrenie AH 50. Pri podozreni na hereditarny angioedém —
recidivujuce edémy nejasnej etiologie vysSetrujeme koncentraciu C1-INH v sére (pritomny
je deficit inhibitora C1 zlozky komplementu — C1-INH).

2.3 STANOVENIE ZLOZIEK KOMPLEMENTU

Po aktivacii komplementu klasickou, alternativnou alebo lektinovou cestou prebicha
kaskadova reakcia vel'mi rychlo a jednotlivé zlozky komplementu maja len kratky polcas a
vacsinou nizku koncentraciu v sére. Preto stanovenie jednotlivych zloziek predstavuje
problém. Na vySetrenie sa posiela zrazend krv 5 ml v defi odberu, treba zabezpecit’ rychly
transport pacientovej krvi do laboratéria. V praxi sa vécSinou stanovuju iba dve
kPucové zlozky komplementu C3 a C4. Pri vySetreni sa vyuzivaju metody reakcie
proteinu so Specifickym antisérom. Mdze sa pouzit jednoduchd radidlna imunodifiizia
alebo ELISA metody. V stcasnej dobe sa Casto vyuziva nefelometria. Zlozky C3 a C4
maju sice ur¢ené normalne hodnoty, ale tie su eSte modifikované laboratériami v zavislosti
od pouzitych metod a antisér. Hodnoty pre C3 zlozku sa uvadzaji v rozmedzi 0,8 — 1,2 g/l
a pre C4 zlozku 0,15 - 0,4 g/l.

2.3.1 Stanovenie zloZiek komplementu pomocou jednoduchej radialnej imunodifuzie

Postup: Jednoduché radidlna imunodifiizia sa robi na sklenenych alebo plastovych
platniach, na ktoré sa vylieva horuci (okolo 50 °C) roztok agardzy alebo agaru zmie$any so
Specifickou protilatkou proti hladanej zlozke (zjednoduSene antigénu). Po ochladeni
gélovy roztok agardzy stuhne. Do stuhnutej gélovej vrstvy sa vyrezii podla predlohy
v dostatoénych vzdialenostiach okrithle otvory. Do otvorov sa napipetuje antigén. Cast
otvorov sa naplni Standardnymi roztokmi zo znamou koncentraciou antigénu (napr. C3).
Do ostatnych otvorov sa napipetuju vzorky vysetrovaného séra, v ktorom sa hl'ada dana
zlozka komplementu (teda napr. C3). Platiia sa potom vo vodorovnej polohe vlozi do
vlhkej komdrky, aby pocas reakcie nedoslo k vysuSeniu a naslednému popraskaniu gélu.
V tomto systéme difunduje iba jedna zlozka a tou je v tomto pripade antigén (jednoducha
imunodifiizia). Protilatka, ktord sa rovnomerne rozmieSala v géli, neméze difundovat'.
Antigén difunduje z otvoru vSetkymi smermi do gélu (radidlna — dvojrozmerna
imunodifizia), pricom reaguje s protilatkami a vytvara precipitacny prstenec. Priemer
precipitaéného prstenca je tym vacsi, ¢im je vicSia koncentracia antigénu. Pri metode
podla Manciniovej aspol. (1965) sa po skonceni imunodifiizie zmeraju priemery
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precipitaénych prstencov. Najskor sa zmeraji priemery precipitanych prstencov okolo
otvorov, kde sa pipetovali zname koncentracie antigénu. (obrazok 15,16).

Obr. 15 Precipitacné prstence v géli
(http://jeeves.mmg.uci.edu/immunology/Assays/RadlmmunDiff.htm)

Obr. 16 Precipitacné prstence pri jednoduchej radidlnej imunodifuzii
(http://www.idbiotech.com/rid-srid-kit-test-radial-immunodiffusion/57-horse-igg-idr-rid.html)

Z tychto tdajov sa graficky zndzorni analytickou ¢iarou zavislost’ priemeru prstenca

od koncentracie antigénu. Vtedy je priemer prstenca (alebo jeho druhd mocnina) priamo
umerny koncentracii antigénu (obrazok 17).

Vysledok: Pomocou vytvoreného grafu sa po zmerani priemeru precipitaéného
prstenca vysetrovanej vzorky ur¢i koncentracia antigénu vo vzorke. Jednoducha radialna
imunodifuzia je zakladnou metédou na kvantitativne stanovenie antigénov. Citlivost’
tejto metddy pre proteinové antigény je 0,02 mg/ml. Precipitacné prstence sa odcitavaju
priamo alebo po zafarbeni farbivami $pecificky reagujicimi s proteinmi (napr. coomassie

blue).

Ab in gel
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Obr. 17 Analyticka ¢iara pri jednoduchej radialnej imunodiftzii
(http://bookcoverimgs.com)
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Indikdcie na vysetrenie C3 a C4

Indikéacie na vySetrenie C3 a C4 su pri podozreni na imunokomplexové ochorenia,
defekt v komplementovom systéme, na zhodnotenie aktivity ochoreni, pri ktorych
dochadza ku spotrebe komplementu: reumatickd choroba, niektoré chronické infekcie,
chronicka hepatitida, SLE (systémovy lupus erythematosus). Pokles obidvoch zlozZiek je
prognosticky nepriaznivym znamenim pri septickych stavoch.

Znizené hodnoty C3 sa vyskytuju pri SLE s glomerulonefritidou, akutnej sérovej
chorobe, akutnej glomerulonefritide, imunokomplexovych chorobach, cirhdze pecene,
infek¢nej endokarditide, myastenia gravis, diseminovanej intravaskularnej koagulopatii,
hereditirnom angioedéme, hereditairnom deficite C2, lymfosarkdme, zmieSanej
kryoglobulinémii. Pacienti s deficitom maji vysoké riziko vzniku vaZnych bakteridlnych
infekcii sposobenych grampozitivnymi aj gramnegativnymi baktériami.

ZvySené hodnoty C3 sa vyskytuji pri obStrukénom iktere, tyreoiditide, akutnej
reumatickej hortcke, reumatoidnej artritide, noddznej polyarteritide, akitnom infarkte
myokardu, ulcer6znej kolitide, dne, diabete, Reiterovom syndrome.

Hodnoty C4 byvaju znizené pri ochoreniach spojenych s tvorbou imunokomplexov:
SLE, reumatoidna artritida, glomerulonefritida, chronicka hepatitida, kryoglobulinémia.

2.3.2 Stanovenie celkovej aktivity komplementovej kaskady

Na vySetrenie toho, ¢i kaskdda komplementu tspeSne prebiecha po aktivacii, sa
pouzivaju funkcné testy klasickej alebo alternativnej cesty aktivacie komplementu, vratane
lektinovej cesty. VysSetrenie hemolytickej aktivity komplementu je indikované pri
podozreni na akukol'vek poruchu v kaskade komplementu, hlavne mimo zlozky C3 a CA4.
Pri podozreni na poruchu niektorej zlozky klasickej cesty aktivacie komplementového
systému sa robi test CH 50 (50 % hemolyza Standardného mnoZstva senzibilizovanych
¢ervenych krviniek sposobena urcitym mnoZstvom komplementu za Standardnych
podmienok). Pri podozreni na poruchu alternativnej zlozky sa mdze robit’ vySetrenie AH
50. Rozdielny je iba spust’aci mechanizmus komplementovej kaskady.

Postup: Na vySetrenie sa posiela zrazena krv 5 ml v deni odberu, treba zabezpecit
rychly transport pacientovej krvi do laboratéria, lebo krv musi byt spracovand do jednej
hodiny od odberu. Tieto testy meraji u¢inky membranolytického komplexu MAC
(membrane attack complex — membranovy tto¢ny komplex), ktory sa vytvara na konci
komplementovej kaskady. Meria sa v iom hemolyza cielovych ovéich erytrocytov
opsonizovanych krali¢imi protilatkami, ktoré st vystavené ucinku komplementu v sére
vySetrovaného jedinca. Ak je komplementova kaskada aktivovand, vedie k lyze
senzibilizovanych ovc¢ich erytrocytov. Stupent hemolyzy sa zistuje meranim absorbancie
hemoglobinu uvolneného do supernatantu. Ak komplement chyba, hodnota CH 50 je
nulova, ak je zniZena jedna alebo viac zloZiek klasickej cesty aktivacie komplementu, CH
50 je znizena. CH 50 (pri klasickej ceste) aj AH 50 (pri alternativnej ceste) su skriningové
testy citlivé na necinnost’, nepritomnost’ alebo zniZenie akejkolvek sucasti
komplementového systému.
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Vysledok: Normalne hodnoty hemolytickej aktivity komplementu maji vel'mi Siroké
rozmedzie. Uvadzaju sa v hemolytickych jednotkach. Jedna hemolyticka jednotka
ucinnosti komplementu je dand mnoZstvom komplementu, ktory sposobi lyzu 50 %
Standardného mnoZstva senzibilizovanych ov¢ich erytrocytov. Mdzu sa pohybovat’ od
41 — 90 hemolytickych jednotiek. V pripade, ze vysledky testov ukézu zvysené hladiny CH
50, mohlo by to indikovat’ vazne zdravotné tazkosti ako rakovinu, ulceréznu kolitidu a
infekcie. Ovela CastejSie sa zistuju pri poruche prebiehajucej niekde v kaskade vyrazne
niz§ie hodnoty CH 50. To moze byt sposobené viacerymi faktormi. Nizky komplement
CH 50 moéze byt aj deditny. Chybanie ktorejkol'vek zlozky moze viest k rozvoju
autoimunitnych ochoreni, opakujucich sa infekcii. Nizke hodnoty CH 50 boli zistené aj pri
podvyZive, rejekcii po transplantacii obliCiek, hereditarnom angioedéme, cirhdze pecene,
lupusovej nefritide, hepatitide, SLE, glomerulonefritide. Nizke hodnoty hemolytickej
aktivity komplementu su fyziologicky pritomné u novorodencov aV prvych mesiacoch
Zivota.

Ku neziaducej, nespecifickej aktivacii komplementu alternativnou cestou méze dojst’
pri kontakte s povrchmi umelych materidlov, o sa deje pri pouziti implantatov, dialyze
alebo pri kardiochirurgickych operéciach, pri ktorych je krv odvadzand do mimotelového
obehu. Miera aktivacie komplementu je délezitym ukazovatePom biokompatibility
materialov.

2.4 LYZOZYM (muramidaza)

Lyzozym je protein s vel'mi nizkou molekulovou hmotnostou (14,6 KDa), ktory sa
sklada z jediného polypeptidového retazca tvoreného 129 jednotkami. Jeho vnuatorna
stabilita je zabezpeCena disulfidickymi mostikmi. Je to dolezity hydrolyticky enzym
s antibakterialnym wcinkom, ktory deStruuje bunkovi stenu grampozitivnych
baktérii tym, Ze Stiepi 1,4-beta-D-glykozidickd vizbu medzi N-acetylmuramovou
kyselinou a N-acetylglukozaminom v mureine bunkovej steny.

Murein (peptidoglykdn) je zdkladnou stavebnou stcastou bunkovej steny baktérii.
Jeho polysacharidové retazce obsahujt striedavo zvysky N-acetylglukozaminu a kyseliny
N-acetylmuramovej, na jej karboxyl je naviazany retazec $tyroch aminokyselin v poradi L
alanin, D glutamova kyseliny, l'ubovolna aminokyselina a D alanin. Jednotlivé retazce st
vzajomne prepojené. Uéinkom lyzozymu su vizby Stiepené a nastava lyza bunkovej steny
zvonku. Kedze bunkova stena je pre baktérie vel'mi dolezita, jej poSkodenie vedie
k poruche jej funkcie.

Lyzozym bol objaveny v roku 1922 Alexandrom Flemingom. Vyskytuje sa ako
sucast’ Specializovanych bunkovych organel - lyzozomov, nachadza sa tiez
v granulach leukocytov. Lyzozym sa z(castiuje degradacnych a mikrobicidnych
procesov a usmrcuje mnohé grampozitivne baktérie. Patogény vsak byvaji na lyzozym
rezistentné. Co sa tyka gramnegativnych baktérii, ich vrstva mureinu byva pod vonkajsou
lipidovou membrdnou, preto lyzozym vyzaduje pre svoje pdsobenie spolupracu
s komplementom. Komplement rozrusi vonkajSiu membranu tym, ze vdaka
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membranovému utocnému komplexu vytvori diery vo vonkajSej membrane. Pdsobi
synergicky s komplementom a protilatkami pri lyze baktérii.

Lyzozym sa nachadza v pomerne vysokej koncentracii v granulach neutrofilov,
v krvnom sére a vo vicSine telesnych sekrétov, napriklad aj v nosovom hliene, slinach,
slzach, materskom mlieku, kde dosahuje vysoké koncentracie. Vo vSeobecnosti mozno
povedat’, Ze tento neSpecificky humoralny faktor sa nachadza u bezstavovcov i stavovcov,
uvoluje sa vSak aj z bi¢ika bakteriofaga, a tym dochadza k perforacii hostitel'skej bunky.
Uplatiiuje sa potom aj ked’ sa nové bakteriofagy uvolnuju z bunky von. Vela lyzozymu
obsahuje aj vajeny bielok. V pripade infekénych procesov prebiehajucich v ustnej dutine
alebo hltane je mozné ho podavat’ ako lokalne antiseptikum, napr. aj v podobe tabliet.

Lyzozym spolu s komplementom st podkladom baktericidnej aktivity séra. Cerstvé
sérum usmrcuje baktérie, ale prakticky iba nepatogénne.

2.4.1 Stanovenie lyzozymu metédou jednoduchej radialnej imunodifuzie

Na stanovenie lyzozymu sa vyuziva schopnost’ lyzozymu lyzovat’ bunkovt stenu
grampozitivnych mikroorganizmov. V teste sa pouZiva grampozitivna baktéria
Micrococcus lysodeiticticus. Moze sa vySetrovat’ tiez pomocou $pecifickych protilatok.

Postup: Na sklenenu platnicku sa vyleje agar alebo agar6za zmieSana so
suspenziou Micrococcus luteus (predtym lysodeicticus) (v rovnakom pomere). Po stuhnuti
sa vyrezu otvory, do ktorych sa pipetuju jednak zname vzorky Standardného roztoku
lyzozymu v stipajucich koncentraciach a do ostatnych skumané vzorky. Inkubuje sa 24
hod. vo vlhkej komorke pri izbovej teplote.

Lyzozym difunduje do okolia jamiek a sposobi lyzu mikrokoka. Potom sa odmeraja
priemery lyzy mikrokoka (obrazok 18). Z nameranych hodnét Iyzy Standardného lyzozymu
sa vytvori kalibracna krivka.

Vysledok: Pomocou vytvorenej krivky sa ur¢i mnozstvo lyzozymu v skiimanych
vzorkach na zdklade nameraného priemeru lyzy spOsobenej lyzozymom, ktory bol
pritomny vo vzorke od pacienta. Referencné hodnoty sa pohybuju v rozmedzi 20,8 + 3,2
mg/l. Kazdé pracovisko si vSak vytvéara svoje referencné hodnoty, ktoré su zavislé od
pouzitych Standard lyzozymu.

Obr. 18 Lyza Micrococcus luteus roznymi koncentraciami lyzozymu
(http://www.jfmed.uniba.sk)
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2.5 STANOVENIE BAKTERICIDNE] AKTIVITY SERA

Antibakteridlne latky ako lyzozym spolu s komplementom si podkladom
prirodzenej baktericidnej aktivity séra. Cerstvé sérum usmrcuje baktérie, ale prakticky
iba nepatogénne. Téato prirodzena baktericidna aktivita je odliSna od baktericidnej aktivity
V sére pacienta pocas lieCby antimikrobidlnymi latkami a méze byt merana.

Postup: Pri stanoveni baktericidnej aktivity séra musi byt substratom zivy
mikroorganizmus. Casto sa pouziva Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli alebo pseudomonady. Krv sa inkubuje so suspenziou prislusného
mikroorganizmu a potom sa postupuje podl'a zvoleného mikroorganizmu. Ak sa pouZziju
vel'ké mikroorganizmy, ako napr. C. albicans, ich prezitie sa hodnoti mikroskopicky po
vitdlnom farbeni trypanovou modrou. Pred vlastnym vyhodnocovanim je potrebné
fagocytujuce bunky lyzovat' (napr. osmotickou lyzou). Usmrtené kandidy st modré
(zafarben€) a zivé s nezafarbené, lebo eliminovali modré farbivo. Ak sa pouZiju menSie
mikroorganizmy (napr. stafylokoky, escherichie), robi sa vyockovanie na pevné pody
v Petriho miske a tie baktérie, ktoré prezili, vytvoria kolonie.

Vysledok: Nasledne sa narastené kolonie spocitaji. Po spocitani mnoZstva
vyrastenych kolonii z vySetrovanej vzorky a kontroly sa baktericidna aktivita vypocita
podl’a vzorca:

pocet vyrastenych kolonii z vySetrovanej vzorky x 100
pocet vyrastenych kolonii z kontroly

Tato metoda je pomerne narocna na pracu a tazko Standardizovatel'na. Potrebna je
Cerstva krv, ktora sa musi spracovat do 2 hodin od odberu. Nasleduje Kkultivacia
mikroorganizmov, ktoré prezili, takZe test trva obvykle 2-3 dni. Uplatnenie baktericidnych
testov pre rutinni klinick diagnostiku je vSak obmedzené. Castej§ie sa s ich vyuZitim
stretavame vo vyskume. Je dolezitym parametrom v imunologickych stadiach vzhl'adom
nato, ze umoziuje hodnotit’ vrodené obranné systémy imunity.

Baktericidna aktivita séra moZe byt ovplyvnena liecbou antimikrobidlnymi
latkami. Pri niektorych infekcidch nestaci zistit, ¢i je mikroorganizmus citlivy na ATB,
ale aj to, Ze na dosiahnutie liecebného efektu je potrebné dosiahnut’ potrebny baktericidny
ucinok séra.

Princip: sérum odobraté pocas liecby ATB sa zriedi bujonom v geometrickom rade
1:2, 1:4, 1:8, 1:16, atd. Kazdé riedenie sa naockuje vlastnym kmefiom ziskanym od
chorého z hemokultiry. Po inkubdcii sa jednotlivé riedenia vyockuju na tuht podu bez
pridania antibiotik.

Vysledok: Za baktericidny titer sa povaZuje najvysSie riedenie séra, ktoré
redukuje bakteridlnu populiciu asponi o 99,9 % oproti kontrole s inaktivovanym
sérom. Sérum sa inaktivuje zahriatim na teplotu 56°C po dobu 30 mintt. Vhodnou lie¢bou
antimikrobidlnymi latkami ma byt dosiahnuty baktericidny ucinok séra aj vtedy, ak je
zriedené 8 az 16-krat (pri stafylokokovej endokarditide az 32-krat) (obrazok 19).
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Obr. 19 Stanovenie baktericidnej aktivity séra (vlastné spracovanie)

2.6 STANOVENIE PROTEINOV AKUTNE] FAZY ZAPALU

Proteiny akutnej fazy zapalu su bielkoviny, ktorych koncentracia sa zvySuje
v akutnej faze zapalu v organizme. Z tohto dévodu je mozné vyuzit' ich meranie na
diagnostické ucely. VacSinou su produkované v peceni a ich syntéza sa zvySuje vplyvom
zapalovych cytokinov (IL-1, IL-6, TNF o). Medzi €asto vySetrované proteiny akttnej fazy
zapalu patria a-l-antitrypsin (A1AT), a-2-makroglobulin (A2M), orosomukoid (Oroso),
ceruloplazmin (Cpl), transferin, fibrinogén, C-reaktivny protein, prokalcitonin.

Vsetky proteiny akutnej fazy zapalu maja v tele konkrétnu funkciu. Priamo sa
zuCastiiuji  obrannych reakcii, opsonizuju baktérie (napr. CRP), reguluji zapalovi
odpoved’ tym, Ze m6zu blokovat’ proteazy uvolnené z granulocytov a tak do istej miery
chranit’ tkaniva pred masivnym poskodenim (a-1-antitrypsin). Dalej mézu mat’ funkciu
prenasacov ionov (transferin, ceruloplazmin), zacastnuji sa hemokoagulacie (fibrinogén).

Medzi najCastejSie vySetrované proteiny akutnej fdzy =zapalu patria CRP,
prokalcitonin a orosomukoid.

e CRP je citlivy a vel'mi dynamicky ukazovatel’ akutnej fazy zapalu.

e Orosomukoid (tiez oznacovany ako kysly a-1-glykoprotein) je syntetizovany
hlavne v peceni. ZvySuje sa pri zapale s podobnou dynamikou ako CRP.

e Prokalcitonin je prekurzor kalcitoninu (hormoénu produkovaného Stitnou zl'azou,
ktory sa podiel’a na regulacii hladiny kalcia). Za fyziologickych okolnosti sa nedé
detegovat’, jeho hladiny sa zvySuji az pri zapale (bakteridlnom, mykotickom).
U pacientov s podozrenim na zavazné infekcie sa stanovuji hladiny prokalcitoninu,
ktory sa zvySuje najmi pri bakteridlnych, ale nie pri virusovych ochoreniach.
Z tohto dovodu sa vyuzivaji jeho zvySené hladiny na oddiferencovanie
bakteridlneho povodu zapalu od zépalu inej etiologie.

2.6.1 Stanovenie CRP - C-reaktivneho proteinu

CRP je jeden z najCastejSie stanovovanych proteinov akutnej fazy zapalu
Vv suvislosti s monitorovanim zépalu. Patri medzi vel'mi citlivé ukazovatele zapalu. Jeho
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hladiny su v sére za normalnych okolnosti vel'mi nizke. Jeho zvySenie mdze byt len
mierne alebo az dramatické.

Je to velmi dynamicky parameter. Jeho dynamika je rychlejsia ako
u sedimentacie erytrocytov (FW), to znamend, Ze reaguje pri zépale ovela rychlejsSie
zvySenim koncentracie, radovo v hodinach. Reflektuje teda na zavaznost’ zapalu, ale ked’Ze
ide o0 nespecificky parameter, neprispieva Kk samotnému uréeniu podstaty ochorenia.
Vysledok musi byt interpretovany v stvislosti s ostatnymi ziskanymi udajmi o danom
ochoreni.

Pri zapaloch bakteridlnej etiologie jeho koncentracia vyrazne stupa (10 ndsobne
aviac). Zvysené CRP vsak moze byt aj pri niektorych neinfekénych zapaloch, napriklad
infarkte myokardu, v poopera¢nom obdobi. Pri reumatickych ochoreniach mozu byt
na jednej strane hladiny CRP vyrazne zvysSené (v akutnej faze reumatoidnej artritidy) alebo
naopak pri aktivnej faze SLE len minimalne zvySené, Co kontrastuje s vyraznou zapalovou
aktivitou a vysokou sedimentaciou erytrocytov. Ak sa zisti vysoké CRP u pacientov so
SLE, ide o komplikujtci, va¢sinou infekény proces. CRP je napriklad d6lezitym markerom
zapalu u pacientov s hypogamaglobulinémiou, pretoze unich sa obvykle nezvySuje
sedimentacia erytrocytov.

CRP mozno stanovit’ semikvantitativnymi alebo kvantitativnymi metodami.

Stanovenie CRP semikvantitativnou metodou

Pri semikvantitativnej] metode sa CRP stanovuje zo séra pacienta pomocou
jednoduchej precipitacie v kapilarach. Kapilara sa jednym koncom ponori do antiséra
proti CRP, ktoré je sticastou komer¢nej stipravy na testovanie CRP. Po nasati do polovice
kapilary sa vytiahne a ponori do testovaného séra pacienta, ktoré sa tiez nasaje do kapilary.
Obsah kapilary sa potom niekol’kokrat obracanim premiesa a vo vertikalnej polohe sa vlozi
do termostatu. Po inkubacii sa v pozitivnom pripade vytvori precipitat a jeho velkost je
mozné stanovit semikvantitativne porovnanim s kontrolnym pozitivnym sérom, ktoré je
stucastou komercnej stipravy.

Stanovenie CRP pomocou jednoduchej radidlnej imunodifiizie

Na kvantitativne stanovenie CRP je moZzné pouzit jednoduchu radidlnu
imunodifiziu (podla Manciniovej), teda precipitacntl reakciu v gélovom prostredi. Princip
je obdobny ako pri stanoveni zloZiek komplementu pomocou jednoduchej radidlnej
imunodifuzie.

Postup: Na sklenent platnicku sa naleje tekuty agar zmieSany s protilatkou proti
CRP (ACRP). Po stuhnuti agaru sa podl'a predlohy v dostatoénych vzdialenostiach vyreza
otvory. Do otvorov sa napipetuje sérum pacienta, v ktorom sa ide stanovovat’ CRP. Pocas
inkubacie vo vlhkom prostredi dochaddza k difuzii CRP do gélu. Na zdklade reakcie
antigénu (v tomto pripade CRP) s protilatkou (v tomto pripade ACRP, ktord je zmieSana
sagarom) dojde vokoli jamiek k vytvoreniu precipitacnych prstencov. Priemer
precipitatného prstenca je priamo uUmernd mnozstvu urcovanej zlozky v sére.
Z nameranych priemerov prstencov Standardnych koncentracii CRP sa zostroji kalibra¢na
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krivka, kde na jednu os sa nanesi zname koncentrdcie CRP ana druhti os ktomu
zodpovedajlice priemery precipitacnych prstencov.

Vysledok: Pomocou vytvorenej kalibra¢nej krivky a po od¢itani priemeru
precipitatného prstenca vytvoreného zo séra pacienta sa urci koncentracia CRP V sére
pacienta. V sucasnosti je vSak v klinickej praxi tato metdda nahradena automatizovanymi
metddami, ktoré umoznuju rychle stanovenie CRP, ¢o je vidc¢Sinou pozadované v akutne;]
faze infeknych zépalovych ochoreni, kedy st Casto potrebné¢ vel'mi rychle az statimové
vysledky. Napriek tomu je metoéda jednoduchej radidlnej imunodifiizie stale povazovana za
tzv. zlaty Standard pre zistovanie koncentracie r6znych proteinov.

Stanovenie CRP pomocou nefelometrie alebo turbidimetrie

V klinickej praxi sa na vySetrenie CRP najcastejsie pouziva nefelometria alebo
turbidimetria. Ktomu slazia vel'mi praktické malé pristroje, s jednoduché a st
prispdsobené na vySetrenie CRP z krvi odobranej do kapilary. Pracuju v rezime POCT
(point of care testing), Co znamena, ze stanovenie tohto parametra sa robi priamo na mieste
oSetrenia pacienta. Vdaka tomu je tato metdoda vyuzivana v mnohych zdravotnickych
zariadeniach. Standardne je dostupna je v ambulanciach pediatrov, lekarov pre dorast
a dospelych a v mnohych dalsich ambulancidch. Ked’Ze vysledky su v priebehu par
minut, je to nepochybne prinosna metéda pre prax.

Nefelometria aj turbidimetria su zaloZené na merani mnoZstva vytvorenych
imunokomplexov. Koncentracia antigénu je potom zavisla na rychlosti vytvorenia zakalu
ana hustote zakalu. Principom je precipitacia v tekutom prostredi, kedy pri reakcii
antigénu a protilatky vznikéd zakal (koloid, precipitat), priCom jeho intenzita je pri
konStantnom mnozstve pouzitej protilatky iimerna koncentracii zistovaného antigénu. Na
meranie intenzity zakalu sa méze pouzivat’ turbidimetria alebo nefelometria, ktorymi sa
moéze kvantitativne stanovit mnozstvo antigénu vo vySetrovanej vzorke pomocou
kalibracnej krivky. Na vytvorenie kalibracnej krivky sa pouziva Standardizovana vzorka so
znamymi koncentraciami antigénu a ziskané udaje sa spracovavaji pomocou pocitacovych
programov.

" detector
droi svetl prostredie i "
e e prechadzajiceho
#droj svetla s rozptylenymi asticami f )
fiarenia

TURBIDIMETRIA

detektor

odrazeného

Ziarenia

NEFELOMETRIA

Obr. 20 Princip nefelometrie a turbidimetrie (vlastné spracovanie)

Pri nefelometrii byva zdrojom svetla vybojka alebo laser. Detektor nie je
umiestneny priamo oproti laseru, ale pod ur¢itym uhlom a meria intenzitu zableskov
svetla, ktoré sa odrazi od vznikajicich komplexov antigén-protilatka (ide o Tyndalov
efekt).
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Pri turbidimetrii sa vyuziva ako zdroj svetla didda a detektor je umiestneny
Vv tomto pripade priamo oproti didde. Meria sa ubytok intenzity svetla, ktoré preslo
roztokom v kyvete obsahujicej svetlo, ktoré odraza komplexy antigén-protilatka (ide
0 absorbanciu) (obrazok 20). Jednoduchost’ prevedenia tychto metdd umoznila cely postup
automatizovat’ a plne ho vyuzivat v kazdodennej praxi lekdrov v priebehu celého dna
(statimové vysledky).

2.7 FAGOCYTOZA

Fagocytoza je schopnost’ profesionalnych fagocytov rozpoznat, pohltit,
usmrtit’ a degradovat’ usmrteny cudzorody material. V neSpecifickej obrane je
najddlezitejSou prekazkou Sirenia mikroorganizmov ich likvidacia prostrednictvom
fagocytov.

Medzi profesionalne fagocyty sa zarad’uju dva typy fagocytov.

e Su to na jednej strane polymorfonuklearne leukocyty (PMNL) — nazyvané aj
mikrofagy

e ana druhej strane makrofagy. Vsetky sa vyvijaju z kmenovych hematopoetickych
buniek kostnej drene.

Funkcia fagocytov je na jednak efektorova — fagocytéoza a eliminacia
mikroorganizmov za ucCasti baktericidnych latok a hydrolytickych enzymov a funkcia
regula¢na — sprostredkovana produkciou cytokinov, prostaglandinov, leukotriénov atd’.

K mikrofagom patria hlavne neutrofily a eozinofily. Cirkuluja v krvi asa
pripravené rychlo sa prestivat’ do miesta zapalu. Vyhodou tychto granulocytov je, ze su
pripravené ihned’ vykonavat svoje efektorové funkcie.

2.7.1 Neutrofily

Neutrofily zija vel'mi kratko, priblizne 24 hodin. Su najpocetnejSou skupinou
leukocytov u &loveka. Predstavuju az 60-70 % leukocytov (4,3-11 x 10%1 liter krvi), st
velmi aktivne a hraju doleziti tulohu priakatnom zapale. Vyhodou je ich rychla
mobilizacia a uvolfiovanie mediatorov zapalu. Ich hlavnou ulohou je fagocytoza
a deStrukcia patogénov. Su zakladné bunky 1. obrannej linie proti patogénom,
cudzorodym bunkam. Pre tieto ich schopnosti byvaju oznacované ako ,foot soldiers —
vojaci peSiaci“ alebo ,,tazné kone*. Neutrofily vSak nepatria medzi antigén prezentujuce
bunky (neexprimuju MHC II. triedy).

Neaktivne neutrofily su v cirkulacii priblizne 6-7 hodin. Po aktivacii a migracii do
tkaniv prezivaju 1-2 dni (hnis obsahuje zivé alebo odumreté neutrofily a usmrtené
baktérie). Neutrofily st maju v priemere okolo 15 um. Nezrelé mladé formy neutrofilov
maju jadro v tvare ty¢ky a maji nizs§iu schopnost’ fagocytdzy ako zrelé formy. Zrelé formy
neutrofilov maju segmentované jadro, ktoré obsahuje 4-5 segmentov (obrazok 21).
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Obr. 21 Neutrofily (N), Erytrocyty (E)
(http://galleryhip.com)

Denne dozrieva priblizne 10* neutrofilov. Cast’ z nich adheruje na cievny endotel,
ked’ze vdzba je reverzibilna a nie je prili§ silnd, pomaly sa po ilom kottl’aju (,,rolling*). Po
ich aktivacii vhodnymi chemotaktickymi signalmi neutrofily optastaju krvné riecisko
a migruju do miest infekcie alebo poSkodeného tkaniva po traume, kde pohlcuju
a likviduju baktérie.

Prichadzaja do kontaktu s mikroorganizmami skor ako makrofagy. Rychlo ich vsak
nasledujii krvné monocyty, ktoré sa nasledne v mieste invazie diferencujii na makrofagy,
ktoré fagocytuju a zabijaju baktérie.

Adhézia neutrofilov je umoznena vdaka receptorom neutrofilov a ligandom na
endotelovych bunkach. Pocas tohto procesu vplyvom zapalovych cytokinov sa na povrchu
endotélii zapalenych tkaniv exprimuji adhezivne molekuly.

Interakciou = medzi  adhezivhymi  molekulami  endotélii  (selektinmi)
a oligosacharidmi na povrchu neutrofilov sa kottlanie (rolling) spomali.

V pritomnosti zapalovych cytokinov alebo chemokinov dochadza k vézbe
povrchovych adhezivnych molekul neutrofilov — leukocytarnych integrinov na povrchovy
glykoprotein endotelovych bunick — ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1). Tato
vizba je uz ireverzibilnd, neutrofily pevne adheruji na endotel kapilar v postihnutej
oblasti.

Pdsobenim chemotaktickych latok (pre neutrofily je hlavnou chemotaktickou latkou
interleukin 8) uvol'nenych v mieste poskodenia prestipia pomedzi endotelové bunky ciev.

Tento proces sa oznaCuje ako diapedéza (extravazacia) a nasledne je ich pohyb

riadeny chemotaktickymi latkami uvolfiovanymi v mieste poSkodenia (zapalu) tkaniva
(obrazok 22).
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Obr. 22 Prienik fagocytov do infikovanych a poSkodenych tkaniv
(Kumar et al. Robbins Basic Pathology 8e, http://www.studentconsult.com)

V cytoplazme neutrofilov sa nachadzaju primarne a sekundarne granuly. Farbia
sa neutralnymi farbivami.

e Primarne (azurofilné) granuly su vicsie a obsahuji myeloperoxidazu, hydrolazy,
elastazu, lyzozym, katepsin G a d’alSie.

e Sekundarne (Specifické) granuly si menSie aobsahuji laktoferin, lyzozym,
alkalicku fosfatazu, kolagenazu a d’alSie.

Neutrofily uvoltuji enzymy z granil do extracelularneho priestoru, ¢o im umoziuje

aktivne sa presuvat’ do miesta zapalu. Ak sa im nepodari stretniit’ baktérie v primeranom
Case, postupne odumieraju.

Ak sa uvolni vicSie mnozstvo enzymov do extracelularneho priestoru, dojde ku
skvapalneniu tkaniva a odumretiu niektorych neutrofilov, ¢o ma za nasledok vytvorenie
hnisu. Taktiez neutrofily, ktoré splnili svoju ulohu, odumieraji a st odstraiované d’al$imi
fagocytmi (najmd makrofagmi). Vacsie mnozstvo odumretych neutrofilov je sucastou
hnisu.

2.7.2 Eozinofily

Eozinofily predstavuju 1-3 % leukocytov. Maji priemer okolo 18 pm.
V cytoplazme obsahujii vel'ké mnozstvo malych acidofilnych granul. MéZe ich byt az
okolo 200. Farbia sa kyslymi farbivami ¢erveno (obrazok 23).
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Obr. 23 Eozinofily
(www.studyblue.com)

V granuladch obsahuji kationické proteiny eozinofilov, eozinofilovll peroxidazu,
hlavny bazicky protein, ribonukleazy, deoxyribonukleazy, lipazy, plazminogén.

Eozinofily maji na svojom povrchu receptory pre zlozky komplementu (pre
C3Db) a receptory pre protilatky IgE. V cirkulacii perzistuji 8-12 hodin, v tkanivach 8-12
dni. Eozinofily fagocytuju len vel'mi slabo. Pre eozinofily (a tiez monocyty) plati, ze
adheruju na cievnu stenu prostrednictvom iného typu adhezivnych molekul ako neutrofily,
ato Bl integrinov aich partnerskou molekulou na endoteli je VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1).

Po aktivacii vSak tvoria velké mnozstvo metabolitov. Produkuju leukotriény,
prostaglandiny a mnoZstvo cytokinov. Zohravaju dodlezita ulohu pri alergickych
reakciach, v obrane proti parazitirnym infekciam vyvolanych mnohobunkovymi
¢ervami (hlavne proti helmintom v gastrointestinAlnom trakte), v obrane proti
nadorovym bunkiam. Eozinofilia je pritomna pri parazitarnych ochoreniach, alergiach
a pri niektorych typoch nadorov kostnej drene a lymfatickych uzlin.

2.7.3 Monocyty

Rychlo po neutrofiloch sa aktivujii krvné monocyty, ktoré sa nasledne v mieste
invazie diferencujui na makrofagy, ktoré fagocytuji a zabijaji baktérie. Monocyty
predstavuju 5-10 % leukocytov. St to vePké mononuklearne bunky, V priemere maju
zvyCajne 12-25 pm, maju velké excentricky ulozené jadro oblickovitého tvaru.
Cytoplazma je vakuolizovana, farbi sa slabo bazofilne (sivo-fialovo), obsahuje aj vel'mi
jemné azurofilné granuly (obrazok 24).

Obr. 24 Monocyt
(http://iwww.svt.ac-versailles.fr/IMG/jpg/monocyt.jpg)
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Cirkuluji v krvnom rie€isti priblizne 1-3 dni. Potom adheruju na cievny endotel
a opustaju krvné rieciSte procesom diapedézy. Monocyty adheruji na cievnu stenu
prostrednictvom B1 integrinov a ich partnerskou molekulou na endoteli je VCAM-1.

Monocyty sa po premiestneni do tkaniv premienaju na makrofagy. Monocyty
dozrievaji na odlisné typy makrofagov podla odli§nej anatomickej lokalizacie.

2.7.4 Makrofagy

Makrofagy su velké mononuklearne fagocyty. Makrofagy vznikaju z krvnych
monocytov po ich prechode do tkaniv.

Podla odli$nej anatomickej lokalizacie dostali tkanivové makrofagy odlisné
pomenovanie. Napriklad v plicach sa vyskytuji alveolarne makrofagy, v peceni su to
Kupfferove bunky, histiocyty v spojivovom tkanive, mikroglia Vv centralnej nervovej
sustave, osteoklasty v kostiach, Langerhansove bunky v kozi, peritonealne a pleuralne
makrofagy v ser6znych dutinach, makrofagy v podslizni¢nom tkanive s sic¢astou MALT.

Tkanivové makrofagy si vyznamné v 1. obrannej linii hostitePa. Su to
profesionalne fagocyty azaroven sa zaraduju k antigén prezentujicim bunkam.
Exprimuju MHC 1. triedy.

Makrofagy maji na svojom povrchu receptory pre zlozky komplementu (pre
C3Db) a Fc receptory. Dokazu opakovane fagocytovat’. Za svoj zivot mozu sfagocytovat’
viac nez 100 baktérii. Makrofigy byvajii oznadované aj ,large eaters — vel’ki jedaci”. Zija
dlho, v priemere 75 dni, nickedy mesiace az roky (obrazok 25, 26).

Obr. 25 Makrofag
(http://www.medical-labs.net/neutrophil-macrophage-and-myeloid-derived-dendritic-cell-function-840/)

Obr. 26 Makrofagy sa pripravuji na pohltenie baktérii

(farebna verzia scanovacej elektronovej mikroskopie, upravené podla: Barret a spol., 2012)
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Makrofagy su schopné rozpoznat’, pohltit’, spracovat’ a prezentovat’ antigén T
bunkam. Mo6zu byt aktivované napriklad fragmentom komplementu C3b, interferonom v,
endotoxinmi gramnegativnych baktérii, co nasledne zvysi ich schopnost’ fagocytovat’.

Okrem toho vSak produkuji rozlicné imunoregulacné latky, signalne
a antimikrobidlne proteiny. Niektoré z tychto molekul st schopné zic¢astnit’ sa na spustani
Specifickych imunitnych reakcii a vysledkom je Specifickd bunkovd imunitna odpoved'.
Makrofagy tak predstavuju prechod medzi nespecifickou a Specifickou imunitou.

2.7.5 Proces fagocytozy

Fagocytoza je proces, pri ktorom Specializované bunky imunitného systému
pohlcuji, usmrcuju arozkladaji mikroorganizmy (cudzorody material). Je zakladom
vrodenej nespecifickej imunity ¢loveka.

Chemotaxia

Vlastnej fagocytoze predchadza chemotaxia. Pri nej fagocyty putuji do miesta
zapalu alebo posSkodeného tkaniva. Do tohto miesta st pritahované fagocyty
molekulami, ktoré sa nazyvaju chemotaxiny. Medzi najuinnejSie chemotaxiny patria
niektoré zlozky komplementu, leukotriény, interleukin IL-8, ale hlavne sucasti baktérii.
Fagocyty smeruji do miesta zipalu podla chemotaktického gradientu. Hlavnym
chemotaxinom pre neutrofily je cytokin interleukin IL-8. Pre monocyty a eozinofily st to
MIP-1a, MIP-1B, MCP-1 a RANTES. Chemotaxiny spolo¢né pre vSetky fagocyty su C3a,
C5a zlozky komplementu, leukotrién LTB4, PAF (faktor aktivujuci trombocyty), fMLP
(formyl-metionyl-leucyl-fenylalanin — peptid z bakteridlnych proteinov). Na povrchu
fagocytov sa nachadzaju pre vsetky tieto chemotaxiny prislusné receptory. Ich stimulaciou
dochadza k chemotaxii a naslednej aktivacii fagocytozy.

Adherencia

Cudzorody material sa prichyti na povrch fagocyta, tato faza sa vola adherencia.
Fagocyt dokaZe rozpoznat’® cudzorodé Struktiary, ktoré sa nachadzaju na povrchu
mikroorganizmov, ozna¢ované ako PAMP (pathogen associated molecular patterns) —
S patogénom suvisiace molekulové vzory. Mobze ist napriklad o mannany,
lipopolysacharidy, peptidoglykany, lipoteichoovli kyselinu, glukany a d’alSie. Tieto st
rozpoznavané receptormi fagocytov oznatovanymi PRR (pattern recognition receptors) —
vzor rozpozndvajucimi receptormi. V tomto pripade je fagocytdoza nezavisla na
opsoninoch.

Opsonizdcia

Inym doleZitym mechanizmom, ktory umozni rozpoznat' Casticu ako cudzorodu
a zabezpecit' jej fagocytozu je opsonizacia. V tomto pripade ide o fagocytézu zavislu na
opsoninoch. Opsonizicia je ochutenie fagocytovanych ¢astic. Opsonizaciou dochadza
k zosilneniu vdzby medzi mikroorganizmom a fagocytom, ktory ho chce pohltit. Medzi
dolezité opsoniny patria protilatky IgG (hlavne IgG1 a 1gG3), zlozky komplementu (hlavne
fragmenty C3 zlozky komplementu), manézu viazuci lektin — MBL (mannose-binding
lectin), fibronektin, proteiny akutnej fazy zapalu. KedZe fagocyty dokézu odstranovat
nielen patogény, ale aj vlastné apoptotické bunky alebo poskodené bunky, vedia ich
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rozpoznat' podl'a neobvyklych Struktar na ich povrchu (napriklad podla fosfolipidov na
povrchu apoptotickych buniek, ktoré sa za normalnych okolnosti vyskytuji na vnutornej
strane membrany) alebo po ich opsonizacii protilditkami alebo zlozkami komplementu.

Ingescia

Po rozpoznani a prichyteni cudzorodej castice dochadza k jej pohlteniu —
ingescii. Nastava remodelacia membrany a cytoskeletu zavisla na bunkovom aktine
a myozine, fagocyt zacne vysielat’ panozky — pseudopédie, ktorymi cudzorodu ¢asticu
obopne.

Fagozom
Ked' je castica uplne obklopena, ocita sa vo vnutri vakuoly, ktord sa nazyva
fagozom.

Fagolyzozom

V d’alSom kroku dochadza k splynutiu (fizii) fagozému s lyzozémom a vznika
fagolyzozém. Baktericidne pdsobiace latky a pocetné hydrolytické enzymy lyzozdémov
napadnu pohltené Castice a ni¢ia ich. K optimalnej funkcii hydroldz prispieva aj kyslé
prostredie (pH 4-5) vo fagolyzozomoch.

Oxidacné vzplanutie

Po pohlteni dochadza vo fagocytoch k oxida¢nému vzplanutiu, pocas ktorého sa
vytvaraju reaktivne kyslikové radikaly s baktericidnym uUCinkom. Cely proces je
katalyzovany NADPH-oxidazou a myeloperoxidazou. Pri nedostatku alebo absencii
niektorych z enzymov dochddza k funkénym porucham az defektom v schopnosti
likvidovat’ baktérie.

Oxid dusnaty

Dal$im velmi vyznamnym mikrobicidnym prostriedkom fagocytov je oxid
dusnaty (NO), ktory je produkovany po aktivacii enzymového systému NO syntdzy. NO
syntaza sa aktivuje v makrofagoch pod vplyvom cytokinov Thl lymfocytov (interferonu-y,
TNF). NADPH-oxidazovy systém je dolezity na likvidaciu pohltenych extracelularnych
patogénov, NO systém je dolezity na likvidaciu intraceluldrnych patogénov.

Degradadcia a vyliicenie odpadového materidlu

Po usmrteni mikroorganizmov dochadza kich degradacii pomocou
lyzozomalnych enzymov. Tazko stravitelny alebo nestravitelny materidl zostava
v rezidualnych telieskach a nasledne je vylu¢eny ako odpadovy material (obrazok 27).
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Obr. 27 Fazy fagocytozy
(upravené podla http://classes.midlandstech.edu)

2.7.6 VySetrenie fagocytujucich buniek

Na vySetrenie fagocytdzy sa vyuzivaji viaceré metoddy. Niektoré z tychto metod
slizia na analyzu jednotlivych krokov fagocytdzy (chemotaxiu, adherenciu, ingesciu,
oxidacné vzplanutie), iné metody slizia na analyzu ucinnosti celého procesu fagocytdzy
(baktericidny test). VySetrenie fagocytézy sa vécSinou zameriava na vySetrenie fazy
pohltenia, teda ingescie (obrazok 28).

Obr. 28 Pohltenie cudzorodych castic pri fagocytoze
(www.cellsalive.com/ouch.htm)

Fagocytdrna aktivita a fagocytdarny index- pomocou svetelnej mikroskopie

Na testovanie schopnosti fagocytov pohltit’ cudzorody materidl sa mézu pouzivat
baktérie, kvasinky alebo mikrosférické hydrofilné partikule (MSHP).

Na vySetrenie fagocytdozy sa pouziva nezrazena krv odobrana do heparinu
(maximalne 10 IU/ml) a krv musi byt’ vySetrend do 2 hodin po odbere. Heparin vSak tlmi

44



fagocytozu pri vysokych hodnotdch. Ak sa pouziva EDTA, t4 vychytava kalciové iony
potrebné na aktivaciu buniek.

Pri tomto vySetreni sa zistuje fagocytarna aktivita (FA) a fagocytarny index (FI).

o Fagocytarna aktivita predstavuje podiel fagocytujucich neutrofilov zo 100.
Uvadza sa v percentach.
o Fagocytarny index je pocet pohltenych ¢astic na jednu fagocytujiicu bunku.

Fagocytarny index sa lepSie odcitava, ak sa ako substrat pouzivaji vécsie Castice,
napriklad sa m6ze pouzit’ kvasinka Candida albicans. Ak by boli pouzité mikrocastice
MSHP, pocital by sa index ovel'a tazsie.

Pri tychto testoch sa zvycajne hodnoti 100 buniek. Ak sa pouzivaji mikrocastice,
ich Standardna velkost’ je 1 pum, su hydrofilné, maji nizky negativny naboj, preto maju
minimalnu nespecificku adhéziu na bunkové povrchy a nizky sklon k spontannej agregacii.
To ich zvyhodiuje pred kvasinkami, ktoré maji tendenciu k zhlukovaniu. Pri pouziti
kvasiniek je potrebné substrat poriadne pretrepat’ pred zaCatim testu. Na stanovenie sa
pouziva plna krv, test trva asi hodinu a prebieha pri teplote 37 °C. Pocas celého procesu je
potrebné zabezpelit' jemné pretrepavanie, aby Castice neklesli na dno, ale zaroven musia
mat’ fagocytujice bunky relativny kl'ud na ingesciu Castic. Zo suspenzie sa potom zhotovi
krvny nater aten sa ofarbi. Intenzita fagocytdozy sa potom hodnoti vo svetelnom
mikroskope (obrazok 29).

Obr. 29 Fagocytovana Candida albicans 'udskymi neutrofilmi (http://www.jfmed.uniba.sk)

Fagocytarna aktivita vyjadruje percento fagocytov, ktoré prejavili schopnost’
pohlcovat’ mikroorganizmy alebo mikrocastice. Vypocita sa podl'a vzorca:

pocet fagocytujacich PMNL
FAUW = oo x 100
pocet PMNL schopnych fagocytozy

Fagocytarny index je priemerny pocet mikroorganizmov alebo mikrocastic, ktoré
pohltil jeden fagocyt. Vypocita sa podla vzorca:

pocet fagocytovanych (pohltenych) Castic

pocet fagocytujicich PMNL
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Fyziologické hodnoty pre dospelého ¢loveka sa pohybuju v rozmedzi: FA = 77,1 £ 8,8 %
FI=3,6+0,8
Referencné hodnoty sa vSak mozu lisit’ medzi jednotlivymi laboratériami.

Vysetrovat’ sa mbze aj proces fagocytozy ako celok, a nielen jednotlivé jej kroky.
Na testovanie vSetkych faz procesu fagocytozy az po findlny vysledok — usmrtenie
pohltenych mikroorganizmov sa pouziva baktericidny test. Tento test zavisi na
dokonceni vsetkych krokov fagocytdzy, a preto upozorni na poruchu niektorého z krokov
fagocytozy alebo na kombinované poruchy viacerych krokov fagocytozy.

Pri fagocytoze dochadza k vyraznej metabolickej aktivite fagocytujiicich buniek, co
je mozné prakticky vyuZit' pri viacerych testoch. PouZivaju sa testy oxidativneho
vzplanutia — NBT a INT testy, chemiluminiscencia a prietokova cytometria.

Vysetrenie fagocytozy pomocou prietokovej cytometrie

Pri vySetreni fagocytarnej aktivity a fagocytarneho indexu pomocou prietokovej
cytometrie je test zaloZeny na merani respiracného (oxida¢ného) vzplanutia
granulocytov po ich stimulacii inaktivovanymi baktériami Escherichia coli. Po pohlteni
baktérie je vo fagocytoch aktivovana NADPH-oxidéaza, ktora spusti respiraéné vzplanutie.
Vznikaja reaktivne medziprodukty vo vnutri fagocytov oxiduju dihydrorodamin 123 na
fluorescencny produkt rodamin 123, ktory je detegovany prietokovym cytometrom. Pri
tomto vySetreni sa vyzaduje krv odobrana do skumavky s heparinom, lebo EDTA rusi
stanovenie. Metdda umoziuje stanovit' FA % a FI. VySetrenie je indikované pri réznych
poruchéch neutrofilov, vratane cyklickej neutropénie, pri Kostmannovom syndrome, pri
liecbe rastovymi faktormi (G-CSF), aktinovych dysfunkciach, pri monitorovani
imunosupresivne]j lieCby, ktord zasahuje neutrofily (cyklofosfamid, a iné myelotoxické
latky), pri podozreni na chronicku granulomatéznu chorobu, uzlinovy syndrém nejasnej
etiologie, pri recidivujucich stafylokokovych infekciach koze a vntitornych orgénov, pri
vel'mi tazkych stavoch ako je sepsa alebo konecné Stadium nadorovych ochoreni.

Vysetrenie fagocytozy pomocou testov oxidativneho vzplanutia (NBT a INT testy)

NBT (nitroblue tetrazolium) testy a INT (iod nitrotetrazolium) testy patria medzi
testy redukcie tetrazoliovych soli. Diagnostikuju poruchy v NADPH-oxidazovom
systéme. Tymito testami je mozné zachytit’ chronickll granulomatéznu chorobu (CGD).

Pri NBT teste sa pouziva nitroblue tetrazolium chlorid — bezfarebna tetrazoliova
sol, ktord sa oxidacnymi pochodmi vo vakuoldch fagocytov alebo na membranach
fagocytov redukuje na farebny tmavomodry formazan, ktory sa uklad4 vo forme krystalov
v cytoplazme fagocytov. Zmena zafarbenia sa deteguje pomocou svetelnej mikroskopie
(obrazok 30). Hodnoti sa percento pozitivnych buniek, teda tych, ktoré obsahuju
tmavomodré $kvrny formazanu. DalSou moZnostou je spektofotometrické hodnotenie
intenzity vzniknutého zafarbenia, v tomto pripade sa pracuje v mikrotitracnych dostickéach.
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NBT test pri podozreni na CGD
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Obr. 30 NBT test pri podozreni na CGD (chronicku granulomat6znu chorobu)
(upravené podl'a http://quizlet.com/13101861/immuno-block-4-flash-cards/)

INT test pracuje na obdobnom principe ako NBT test. Namiesto nitroblue
tetrazolium chloridu sa pouziva jod-nitroblue tetrazolium a test prebieha v mikrotitraénych
dostickach. Vysledna farebné reakcia sa odc¢ita pomocou ELISA. Krv na vySetrenie musi
byt’ spracovand do 2 hodin.

Vysetrenie fagocytozy pomocou chemiluminicscencie

Pri chemiluminiscenénych metédach sa sleduje oxidativne vzplanutie fagocytov.
Tato metoda je najvhodnejSia na kvantitativne hodnotenie oxidativneho vzplanutia.
Kracéovym enzymom je NADPH-oxiddza v membranach fagocytov, ktord prenasSa
elektrén na molekulovy kyslik, ¢im sa tvori superoxidovy radikal. Z neho sa d’alej tvori
peroxid vodika, ktory predstavuje substrat pre myeloperoxidazu.

Pocas tychto procesov dochadza ku vzniku elektrénovo excitovanych stavov, ktoré
emituju fotony. Pri chemiluminiscen¢nom stanoveni s emitované fotony zachytené
tzv. luminoforom (luminol, izoluminol). Ten sa dostiva po prijati fotonov do
excitovaného stavu a vyziari energiu v podobe svetla. Toto vyZiarené svetlo je
detegované pristrojom luminometrom v impulzoch za minutu (cpm).

Vzorky sa vySetruja vzdy v paroch. VySetruje sa aj spontdnna aktivita
chemiluminiscencie, aj aktivita po stimuldcii podnetom, ktory aktivuje fagocyty (PMA —
phorbol-myristat-acetat, zymozan alebo mikroorganizmy). Tieto aktivatory st schopné
priamo aktivovat’ proteinkindazu C a potom d’alej NADPH-oxid4zu.

Vysetrenie je vysoko citlivé. Umoziiuje zachytit SirSie spektrum portuch fagocytozy
ako NBT testy (aj defekty myeloperoxidazy). Krv sa odobera do heparinu a ma sa vySetrit’
do 2 hodin od odberu. Touto metddou sa daji sledovat’ aj zvySené hodnoty oxidativneho
vzplanutia, hlavne spontanneho, ktoré su pri roznych zapalovych procesoch, pri sepse
alebo systémovych zapaloch. Vplyvom vyssiecho mnozstva vyprodukovanych kyslikovych
radikdlov moZe preto dojst ku oxidativnemu poskodeniu vlastnych buniek a tkaniv
v organizme jedinca.

Pri teste je potrebné brat’ do Givahy aj koncentraciu PMNL. Pri leukocytéze mozu
byt’ faloSne vysoké hodnoty a pri neutropénii faloSne nizke hodnoty chemiluminiscencie
(preto sa robi sucasne aj analyza krvného obrazu s diferencidlnym rozpoctom leukocytov).
Tato metdéda sa vyuziva skor pre vedecko-vyskumné tucely, mozno tou sledovat’
ovplyvnenie fagocytdzy roznymi liekmi, chemikaliami a podobne.
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2.7.7 Preco sa vySetruje fagocytarna aktivita?

Na potvrdenie alebo vylucenie poruch fagocytéozy pri primarnych alebo
sekundarnych imunodeficitoch. Pri podozreni na primarnu poruchu fagocytarnej aktivity je
vySetrenie fagocytozy metodou prvej vol'by. Ide 0 vrodené imunodeficity, ktoré sa klinicky
prejavuju uz v rannom detstve. Vzacne sa l'ahSie formy mézu objavit’ az v dospelosti. Ide
vsak o vel'mi zavazné poruchy, ktoré bez v€asnej a vhodnej lie¢by bezprostredne ohrozuju
Zivot pacienta.

Z primarnych imunodeficitov je porucha fagocytozy pri:

e chronickej granulomatéznej chorobe (defekt mikrobicidie v dosledku chybania
NADPH-oxidéazy, kedy vznik4 nedostatocné mnozstvo peroxidu vodika). Klinicky
sa prejavuje zavaznymi infekciami a tvorbou granulomov v organoch.

e Pomerne rozsireny je defekt myeloperoxidazy, ktory je sprevadzany cCastymi
kandidozami.

e Defekt glutathionsyntetazy s poruchou regeneracic NADPH.

e Chediak-Highashiho syndrom s anomaliami granul a poruchou degranulacie.

e Z dalsich st to defekt glukdza-6-fosfatdehydrogenazy a

e porucha ingescie.

Sekundarne imunodeficity si vyvolané posobenim vonkajSieho prostredia alebo
liecebnymi zasahmi. VySetrovat' fagocytarnu aktivitu sa odporica na monitorovanie
klinického stavu pri liecbe imunosupresivami (kortikosteroidy a pod.), cytostatikami
(cyklofosfamid a iné myelotoxické lieky), cytokinmi, rastovymi faktormi (G-CSF, GM-
CSF, INF-y, TNF). VysSetrenie sa tiez doporucuje po transplantacii kmenovych
hematopoetickych buniek a pri syndrome zapalovej odpovede — SIRS.

Znizenie fagocytarnej aktivity signalizuje riziko infekcie azZ sepsy.

2.7.8 Kedy sa vySetruje fagocytarna aktivita?
Vysetrenie je vhodné u osdb, u ktorych sa objavili nasledujice komplikacie:

e Recidivujuce a chronické infekcie koze a sliznic (pyodermie, abscesy, impetiga
koze, diseminované kandidozy, chronické furunkuldzy, lokalizované hnisavé
zapaly)

e Infekcie lymfatickych uzlin

e Gingivitidy, aftézne stomatitidy

e Infekcie dychacich ciest (otitidy, sinusitidy, bronchitidy)

e Gynekologické zapaly

e Osteomyelitidy, meningitidy

e Sepsy

e BCG-itida po ockovani proti tuberkuloze

e Vpripade, ak s tieto infekcie vyvolané pyogénnymi baktériami, plesiiami,
kvasinkami a parazitmi. Predovsetkym stafylokokmi (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis), enterobaktériami (Escherichia coli, Klebsiella
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pneumoniae), Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Streptococcus
pneumoniae, intracelularnymi baktériami.

Co sa tyka vypovednej hodnoty tychto testov, je vymedzend skor na meranie

znizenych hodnot. Zvysenie hodnoét je tazké identifikovat, lebo kazdy fagocyt je schopny
fagocytozy, ak je mu dodany substrat v nadbytku, méze byt pri prebiehajicich akutnych
infekciach.

K zniZeniu fagocytézy dochadza pri velmi vaznych stavoch. Napriklad

Vv koneénych $tadiach nadorovych ochoreni, dlhotrvajicich bakterialnych infekciach, pri
tazkych imunodeficitoch. Nizku schopnost’ fagocytovat maju aj mladé nezrelé formy
neutrofilov — tyCky. Vaicsie vyuzitie maju tieto testy skor vo vyskume, napriklad

Vv toxikologii, farmakologii.

Otazky k samohodnoteniu

1.

Komplement predstavuje jeden z efektorovych systémov ktorej zlozky imunity?
Akymi cestami sa mdze aktivovat komplement? Co je koneénym vysledkom
kaskéadovej aktivacie komplementu?

Ktoré zlozky komplementu sa v praxi zvyCajne stanovuju? Ktora laboratdrna
metdoda sa pouziva na ich stanovenie? PreCo sa stanovuje celkova aktivita
komplementu? Co je to hemolyticka jednotka?

Co je to lyzozym? Aky ma vyznam? Aky je princip metody na stanovenie
lyzozymu? Ktoré mikroorganizmy je mozné pouzit’ pri stanoveni lyzozymu?

Co je prirodzena baktericidna aktivita séra? Ako sa inaktivuje sérum? Ma erstvé
sérum silnejsiu alebo slabsiu baktericidnu aktivitu ako inaktivované sérum? Moze
byt’ baktericidna aktivita séra ovplyvnena lieCbou antimikrobidlnymi latkami?
Ktoré proteiny akutnej fazy zdpalu sa v praxi najCastejSie stanovuju? Akymi
metddami sa mdze stanovit’ hladina CRP?

Co je to fagocytdza? Ktoré bunky patria medzi profesiondlne fagocyty? Aky je
vlastny proces fagocytozy — jej jednotlivé kroky?

PopiSte princip stanovenia fagocytarnej aktivity a fagocytdrneho indexu pomocou
svetelnej mikroskopie. Co je fagocytarna aktivita? Co je fagocytarny index?

Aké iné metddy sa pouzivaju na vysetrenie fagocytozy? Preco a kedy sa vySetruje
fagocytoza?
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3 METODY POUZIVANE NA VYSETRENIE
ZLOZIEK HUMORALNEJ IMUNITY

3.1 SEROLOGICKE REAKCIE

Diagnostika infekénych ochoreni sa uskuto¢fiuje metdédami priamej a nepriamej
diagnostiky. Priama diagnostika je vizualizacia pdvodcu infekéného ochorenia pomocou
mikroskopie, kultivacie, detekcie antigénu, detekcie genetického materidlu. Nepriama
diagnostika je detekcia reakcie makroorganizmu na pritomnost’ mikroorganizmu. T4 sa
uskuto¢iiuje bud’ v oblasti bunkovej imunity pomocou koznych testov alebo v oblasti
humoralnej imunity pomocou dokazu Specifickych protilatok sérologickymi reakciami.

Sérologické reakcie su reakcie medzi antigénom (Ag) a protilatkou (ADb), ktoré
prebiehaju v urcitom prostredi (in vivo — v organizme alebo in vitro — v laboratornych
podmienkach). Sérologické reakcie sa zarad’'uji medzi metédy na vySetrenie humoralne;]
imunity. Vlastnostou antigénu a protilatky je, ze sa viazu Specificky. To znamena, Ze na
zaklade jednej zloZzky reakcie sa mozZe identifikovat’ druhd zlozka reakcie. Napriklad, ak
chceme dokazat' antigén, pouZijeme séra so znamymi protildtkami (polyklonalne,
monoklonalne protilatky). Naopak, ak chceme dokazat protilatky, pouzijeme znamy
antigén.

3.2 ANTIGEN

Antigén (Ag) je cudzoroda latka, ktora po vniknuti do organizmu vyvola
Specificki imunitni odpoved’. Antigénmi mézu byt napriklad baktérie, virusy, huby,
parazity alebo ich ¢asti, rézne vysokomolekulové organické latky (biclkoviny, glykolipidy,
polysacharidy), chemikalie, pele a podobne.

Cast’ molekuly antigénu, proti ktorej je namierena imunitna odpoved’, sa nazyva
epitop. Oznacuje sa tiez ako antigénny determinant. Je to vizbové miesto, na ktoré sa
Specificky viaze prislusna protilatka.

Specificita antigénu je dana vytvorenim protilatok, ktoré reaguju len s danym
antigénom (ktory navodil ich tvorbu). NeSpecifické (heterofilné) antigény su také antigény,
ktoré navodili tvorbu protilatok reagujicich aj s rdznymi podobnymi antigénmi (skrizena
reakcia).

Imunogény a haptény

Antigény, ktoré vyvolaji imunitni odpoved’ sa nazyvaju imunogény. Nie
vSetky antigény st imunogénne. Vel'mi malé antigény tzv. haptény nedokézu samé osebe
vyvolat’ imunitni odpoved’. Az po vizbe na inu vacsiu imunogénnu molekulu (teda na
nosi¢) sa stdvaji imunogénnymi a ziskaji schopnost’ indukovat imunitni odpoved'.
V tomto pripade je nosi¢ zodpovedny za imunogénnost’ a haptén za Specifickost’ imunitne;j
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reakcie. Hoci su samotné haptény neimunogénne, S protilaitkami vsak reagovat dokazu.
Dobrymi imunogénmi byvaju molekuly bielkovin, menej polysacharidy, lipidy a nukleové
kyseliny zvy€ajne aZ po vizbe na proteiny.

Rozdelenie antigénov

Antigény sa delia:
* na prirodzené (nachddzaju sa v prirode) a
= syntetické (pripravené umelo v laboratériu).
Tiez sa delia na:
e exogénne antigény pochadzaju z vonkajSieho prostredia.
e endogénne antigény (autoantigény, autolégne antigény) st suastou vlastnych
buniek a tkaniv (napr. jadrové, cytoplazmatické antigény).

Superantigén je schopny navodit aktivaciu velkého mnozstva lymfocytov (napr.
stafylokokovy enterotoxin, toxin syndromu toxického Soku).
Alergén je schopny vyvolat’ u citlivého ¢loveka patologicki imunologicku reakciu.

Podl'a rozpustnosti rozliSujeme antigény na korpuskularne (nerozpustné) a koloidné
(rozpustné).
% Medzi korpuskularne antigény patria napriklad baktérie, virusy, kvasinky,
latexové castice, erytrocyty a pod.
% Medzi koloidné antigény patria bakteridlne toxiny, enzymy, extrakty
mikroorganizmov a pod.

3.3 PROTILATKY

Protilatky (Ab) su zlozité molekuly bielkovin (imunoglobuliny), ktoré su
podukované klonmi plazmatickych buniek ako odpoved’ na pritomnost’ antigénov.
Protilatky st schopné identifikovat’ a zneskodnit’ cudzorodé latky (baktérie, virusy, ale aj
transplantované organy atd’.) v organizme. S antigénom sa $pecificky viazu a neutralizuji
jeho funkciu tym, ze tato vdzba vyvolad d’alSie reakcie, ktoré odstrania antigén (aktivizacia
komplementu, makrofagov...). Behring a Kitaso v 19. storo¢i zistili, ze krvné sérum
imunizovanych zvierat obsahovalo Specifické protilatky, ktoré sa viazali na antigén, ktory
vyvolal ich tvorbu.

Medzi zékladné pojmy, ktoré sa pouzivaji pri sérologickych reakciach patria afinita
a avidita protilatky.

= Afinita protilatky vyjadruje silu vizby medzi jednym epitopom urc¢itého antigénu
a vizbovym miestom protilatky. Stavisi so Specificitou protilatok. Afinita rastie
Vv priebehu imunitnej odpovede na Specificky antigénny podnet.

= Avidita protilitky vyjadruje silu interakcie polyvalentnej protilatky
S polyvalentnym antigénom. Vzrasta safinitou aj Spoctom sucasne sa
uplatiiujacich vizbovych miest.
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Co je sérum a plazma?
Protilatky, ktoré reaguju s antigénom sa nachadzaju vo vySetrovanych sérach.

v' Sérum je tekutina, ktori ziskame po centrifugicii zrazenej Krvi. Je to Zltkasta
tekutina zbavena krvnych buniek. ZloZzenim zodpoveda krvnej plazme, ale
narozdiel od nej neobsahuje fibrinogén a zrazacie faktory krvi.

v Plazma obsahuje zrazacie faktory, lebo sa ziskava po centrifugicii nezrazenej
krvi. Na pripravu séra sa odobera za aseptickych podmienok vendzna krv, nala¢no,
v objeme 5 -10 ml do skimavky bez pridania protizrazanlivych prostriedkov (bez
heparinu alebo EDTA).

VySetrované séra nesmi byt hemolytické, chyldézne, bakteridlne kontaminovang,
ani opakovane rozmrazované¢ a zmrazovang. Potrebné je sérum spracovat’ ihned’, pretoze
by inak doSlo k zmene niektorych ukazovatelov ich degradaciou. Pokial’ spracovanie séra
nie je mozné vykonat’ thned’, moZe sa zmrazit’ na dlhSiu dobu pri teplote —20°C.

3.4 SEROLOGICKE REAKCIE

3.4.1 Fazy sérologickych reakcii
Kazda sérologicka reakcia ma dve fazy: Specifickt a neSpecificku.

- Pri Specifickej faze reaguje protilatka so Specifickym antigénom.
- Pri neSpecifickej faze dochddza k vizualizacii vniknutého imunokomplexu.

Dolezitt ulohu zohrava vzajomny pomer antigénu a protilatky v reakcii, prostredie,
v ktorom reakcia prebieha a sposob vizualizacie. V zavislosti od tychto podmienok sa
oznacuju sérologické reakcie réznymi nazvami.

Podl’a pouzitého antigénu, ktory moéze byt korpuskularny (nerozpustny) alebo
koloidny (rozpustny), rozliSujeme niekol’ko zakladnych typov sérologickych reakcii, a to
aglutinaciu, precipitaciu a komplement fixaciu (vdzbu komplementu). PodPa techniky
pouzitej na vizualizaciu vysledku, kedy su zlozky sérologickych reakcii zna¢ené r6znymi
markermi,  rozliSujeme  napriklad  fluorescenciu,  enzymovi  imunoanalyzu,
radioimunoanalyzu a pod. Prostredie, v ktorom sérologicka reakcia méze prebiehat, je
kvapalné alebo gélové (pripravené z agaru alebo agardzy).

3.4.2 Vyuzitie sérologickych reakcii
Sérologické reakcie mozno vyuzit' v priamej diagnostike a nepriamej diagnostike.

= V priamej diagnostike sluzia na priamy dokaz antigénu, tzn. pri dokaze
infekénych vyvolavatelov (ich antigénov) vo vySetrovanom materidli pomocou
znamych protilatok (sérotypizacia kmena ziskaného kultivaciou vzorky).

= V nepriamej diagnostike ich mozno vyuzit pri dokaze Specifickych protilatok
Vv biologickom materiali od pacienta ako dokaz protilatkovej odpovede organizmu,
a to pomocou znameho antigénu.
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3.4.3 Hodnotenie sérologickych reakcii
Hodnotenie sérologickych reakcii je kvalitativne a kvantitativne.

= Pri kvalitativnom hodnoteni sa stanovuje pozitivita alebo negativita porovnanim
S hrani¢nymi referenénymi hodnotami.

= Pri kvantitativnom hodnoteni sa stanovuje titer protilatok. Titer protilatok je
prevratend hodnota najvyssicho riedenia séra, v ktorom doslo k pozitivnej reakcii
s antigénom. Suvisi teda s koncentraciou urcovanej protilatky v sére alebo inych
biologickych tekutinach. Napriklad pri zisteni najvyssie riedenie séra s pozitivnou
reakciou je 1:160, potom titer bude 160.

Sleduje sa dynamika tvorby protilatok, odoberaji sa minimalne dve vzorky séra
V odstupe zvycajne 14 dni. Urcuju sa tiez jednotlivé triedy imunoglobulinov: IgM, IgA —
véasné protilatky, IgM dominuju v primarnej imunitnej odpovedi a si markerom akatnych
ochoreni. Inak povedané dokaz tychto Specifickych IgM znamena prave prebiehajucu
alebo nedavno prebehnutu infekciu. Nalez S$pecifickych IgG protilatok znamena, Zze
k infekcii doslo uz pred dlhsou dobou. M6zu pretrvavat’ v sére niekol’ko mesiacov, niekedy
rokov alebo cely zivot. Vysledky sérologickych laboratornych metod je treba posudzovat
komplexne so zretelom na klinicky stav pacienta a vysledky ostatnych vySetreni.

O dokaze akutneho ochorenia sved¢i:
- Stvornasobny vzostup titra,
- sérokonverzia (zvrat zo stavu séronegativity na séropozitivitu voci Specifickému
antigénu) alebo
- dokaz pritomnosti Specifickych IgM protilatok.

Na zaciatku ochorenia moze nepriamy dokaz vyvolavatel'a pomocou sérologickych
reakcii vykazovat’ negativny vysledok aj napriek tomu, ze infekcia prave prebieha. Ide
o falo$nu negativitu. Protilatky je mozné dokézat’ az po uréitom &ase. Casovy interval od
zaciatku infekcie do obdobia, kedy je mozné povodcu detegovat’ sérologickym vySetrenim
protilitok sa vola sérologické diagnostické okno. Je zavislé od dizky sérokonverzie.
Poznanie dizky diagnostického okna je dolezité z epidemiologického hladiska pri $ireni
zavaznych infekcii, tieZ pri vySetrovani darcov krvi, transplantaciach organov a pod. Pocas
intervalu sérologického diagnostického okna nie je mozné spol’ahlivo diagnostikovat’
infekciu u pacienta pomocou nepriamych sérologickych vySetreni. Je vSak mozné
pouzit’ priame diagnostické metddy (detekcia antigénu, nukleovej kyseliny...).

3.5 AGLUTINACIA

Aglutinacia je sérologicka reakcia, pri ktorej reaguje korpuskularny
(nerozpustny) antigén (aglutinogén) so Specifickou protilatkou (aglutininom) v uréitom
prostredi (fyziologicky roztok) za vzniku aglutinatu (obrazok 31). Aglutinin je protilatka
schopnd vyvolat aglutindciu  (zhlukovanie) korpuskuldrnych antigénov (alebo
korpuskularnych Castic s naviazanymi antigénmi).
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AGLUTINACIA

Ab
+ aglutinin

Ag
aglutinogén

Obr. 31 Aglutinacia (vlastné spracovanie)

3.5.1 Rozdelenie aglutina¢nych reakcii

Aglutinacie sa delia na priame a nepriame.

Pri priamej aglutinacii je suspenzia antigénu tvorena priamo Casticami, na
povrchu ktorych sa prirodzene vyskytuju skimané epitopy (napriklad povrchové antigény
baktérii). Pri nepriamej aglutinacii sa navdzuje — adsorbuje antigén na povrch vhodnych
makromolekulovych ¢astic. Vhodnymi nosi¢mi su erytrocyty a latexové Castice.

3.5.2 Priame aglutinacie

Pri priamej aglutinacii sa riedi sérum geometrickym radom a k nariedenému
séru sa pridava Standardné mnoZstvo znameho antigénu. Sluzi na dokaz pritomnosti
protilatok. Jej vyuzitie je napriklad na dokaz protilaitok pri tyfuse, paratyfuse,
salmonelozach (Widalova reakcia), pri Skvrnitom tyfuse (Weil-Felixova reakcia), sluzi aj
na dokaz protilatok pri bruceldze, tularémii, listerioze, yersinidoze, dyzentérii, cholere
a pod.

Widalova reakcia

Widalova reakcia je Kklasicka skamavkova aglutinaéna metoda. Je to
kvantitativna metdda, ktora sa opiera o dokaz protilitok proti jednotlivym
salmonelovym antigénom (bic¢ikovy H, somaticky O akapsularny Vi antigén).
Sérologicka diagnostika je zalozend na stipajicom titri, preto je vhodny parovy odber v
intervale 7 - 10 dni. Diagnosticky vyznam ma potom aspon $tvornasobny vzostup titra. Pri
salmonelozach existuje zna¢na skrizena reaktivita medzi jednotlivymi H a O antigénmi pri
tvorbe protilatok. Preto mozno uvedenymi H a O antigénmi diagnostikovat’ protilatkovi
odpoved’ proti naj¢astejSim salmonelam, ktoré u nas spdsobuji ochorenia.

Postup: Pri Widalovej reakcii sa sérum pacienta riedi izotonickym roztokom
chloridu sodného geometrickym radom a do kazdej skumavky sa pridd (pri dokaze
protilatok proti bi¢ikovému H antigénu) salmonelovy H antigén. Pri dokaze protilatok proti
H antigénu si potom vysledné riedenia séra v 11 skiimavkach 1:50, 1:100, 1:200 atd’. Ak
sa dokazuji protilatky proti somatickému O antigénu, pridava sa salmonelovy O antigén
a vysledné riedenia st v 11 skimavkach 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 atd’. Pri dokaze protilatok
proti kapsularnemu Vi antigénu sa pridava Vi antigén a sérum je nariedené do 8 skimaviek
od 1:20, 1:40 az po 1:2560. Diagnosticky H antigén sa ziskava z bujonovej kultary
prislusného sérotypu salmonely po usmrteni formaldehydom. Diagnosticky O antigén sa
ziskava po usmrteni bakteridlnej suspenzie etanolom a diagnosticky Vi antigén sa ziskava
po usmrteni suspenzie agarovej kultury Salmonella typhi obsahujucej antigénnu zlozku Vi
pouzitim formaldehydu. Skimavky s H antigénom sa inkubuji vo vodnom kupeli 2 hodiny
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pri teplote 50-56 °C. Skiimavky s O antigénom sa inkubuji vo vodnom kupeli 20-24 hodin
pri teplote 50-56 °C. Sktimavky s Vi antigénom sa inkubuju 2 hodiny pri teplote 37 °C.

Vysledok: Ako kompletna pozitivna reakcia sa hodnoti reakcia v skimavke, kde je
supernatant uplne ¢iry a na dne skimavky sa nachadza sediment, ktory je po zvireni tazko
roztrepatelny. Je makroskopicky viditeI'ny aglutinat vo forme drobnych jemnych zrniecok
alebo vlockovitych zhlukov. V kontrolnej skimavke (bez séra) musi byt homogénny zakal
bez pritomnosti aglutinatu (obrazok 32, 33, 34).

++ + + - -
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Obr. 32 Widalova reakcia schematické znazornenie (titer = 160)
(http://biology.missouristate.edu/faculty pages/MyersR/B10%20520%20Lectures/Chapter%2015%20and%?2
016.html)

Source: Ann Clin Mircobiol Antimicrob © 1999-2011 BioMed Central Ltd

Obr. 33 Pozitivna Widalova reakcia s H antigénmi
(upravené podl'a: http://www.medscape.com/viewarticle/738531)

Source: Ann Clin Mircobiol Antimicrob © 1999-2011 BioMed Central Ltd

Obr. 34 Pozitivna Widalova reakcia s O antigénmi
(upravené podl'a: http://www.medscape.com/viewarticle/738531)

Medzi novSie metody, ktoré boli vyvinuté ako rychla a spolahlivd alternativa
Widalovej reakcie patria IDL Tubex®, ktory dokaze detegovat’ protilatky IgM O9
v priebehu par mintt. Dalej Typhidot®, ktory v priebehu 3 hodin deteguje $pecifické IgM
a IgG protilatky proti 50 kD antigénu Salmonella typhi. Novsia verzia tohto testu Typhidot
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— M® bola vyvinuta len na detekciu $pecifickych IgM, test je zaloZzeny na vizbe S. typhi so
Specifickymi IgM protilatkami.

Spdtnad aglutindcia (sérotypizdcia)

Pri spétnej aglutinacii sa urcuje antigénna Struktura baktérii, ¢o shizi na ich
presnu identifikaciu — na sérotypizaciu neznamej antigénnej Struktary baktérii. lde
0 rychly test, pri ktorom si zndme protilatky zmieSané s antigénmi testovanych baktérii na
sklicku a pozoruje sa vznik aglutinatu. Ked’ze reakcia prebieha na skli¢ku, znama je tiez
pod nazvom sklickova (spatnd) aglutinacia. Sklickova aglutindcia ma Siroké vyuzitie
napriklad: na identifikaciu kmenov rodu Salmonella, Yersinia enterocolitica, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Francisella tularensis a pod. Na skli¢kovu aglutinaciu sa
pouzivaju hyperiminne zvieracie séra (tzv. antiséra), ktoré obsahuju protilatky (aglutininy)
proti prisluSnym bakteridlnym antigénom. Aby bola zabezpecena ¢o najdlhSia aktivita a
stabilita sér, su lyofilizované. Séra sa rozpustaju v prilozenom riediacom roztoku.
Dostupné su polyvalentné a monovalentné diagnostické aglutina¢né séra. Polyvalentné
obsahuju niekol’ko zloZiek v jednej fl'aStiCke. Monovalentné obsahuji v jednej fl'asticke
iba jedno sérum. Najskor sa robi aglutinacia s polyvalentnymi sérami a ak je pozitivna,
pokracuje sa aglutindciou s jednotlivymi sérami, ktoré boli obsiahnuté v prisluSnom
polyvalentnom sére.

Postup: Je zaloZzeny na mieSani zloziek reakcie na odmastenom podloZnom
sklicku. Na sklicko sa nanesie bakteriologickou kl'u¢kou masa baktérii a rozotrie sa
Vv kvapke fyziologického roztoku, az kym vznikne homogénna mlieCna suspenzia bez
zhlukov (tie by mohli inak simulovat’ aglutinat). Z tejto suspenzie sa odobera 2-3 kvapky
ananesu sa na druhé sklicko. Nasledne sa pridd diagnostické sérum a dokladne sa zo
suspenziou premiesSa. Pracuje sa asi na ploche 2 x 1 cm. Kruzivym pohybom sklicka by
mala nastat’ aglutindcia do jednej minuty. Pozitivna aglutindcia sa prejavi vznikom
zretelnych zhlukov rézneho charakteru (v zavislosti od vySetrovanej kultary) a tekutina je
uplne alebo CiastoCne vycirena.

Vysledok: Najlepsie sa odcita oproti svetlu alebo na ¢iernom podklade (obrazok
35). Na zaklade aglutinacie s monovalentnym sérom sa uré¢i sérotyp vysetrovanej baktérie.

Obr. 35 Spitna aglutinacia (sklickova), vl'avo pozitivna reakcia (zrete'né zhluky), vpravo

negativna reakcia (homogénna mliecna suspenzia)
(http://www.ssi.dk/English/SS1%20Diagnostica/Products%20from%20SS1%20Diagnostica/Antisera_antibod
ies/Salmonella%?20antisera/Salmonella%20H%20antisera.aspx)
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Chladovd aglutindcia

Pri niektorych ochoreniach ako su atypicka pneuménia, infekénd mononukledza,
hemolytickda anémia, sa vsére uludi dokazuji chladové aglutininy chladovou
aglutinaciou. Chladové aglutininy maji schopnost’ aglutinovat’ I'udské erytrocyty
skupiny 0 pri chladni¢kovej teplote (0-5 °C). Pri vyssej teplote tato schopnost’ stracaji.
Na vySetrenie sa odobera krv od pacienta, necha sa zrazit’ pri izbovej teplote a odoberie sa
sérum. Po nariedeni séra geometrickym radom sa do kazdej skimavky prida suspenzia
Pudskych erytrocytov skupiny 0. Vlozi sa do chladnicky apo 24 hodinach sa reakcia
odc¢ita. Pritomnost’ chladovych aglutininov sa prejavi vznikom aglutinatu. Tento aglutinat
vSak vymizne po inkubacii vo vodnom kupeli pri teplote 37 °C.

Fenomén prozény

Pri ohodnoteni aglutina¢nych reakcii v skimavkach mozno niekedy pozorovat, ze
vV nizSich riedeniach séra pacienta (kde je eSte vysoké mnoZstvo protilatky), sa
vytvaraju iba malé imunokomplexy, neddjde ku vzniku priestorovo usporiadaného
aglutinatu, a preto sa makroskopicky javia ako negativne. Tento jav sa oznacuje ako
fenomén prozony. Moze to byt podmienené napriklad pritomnostou inkompletnych
protilatok alebo blokujucich protilatok. Inkompletné protilatky sa sice dokazu naviazat’ na
antigén, ale nedojde k sekundarnej faze reakcie, ateda neprebehne vizualizacia
sérologickej reakcie. Blokujuce protilatky sa zas dokazu naviazat’ na antigén rychlejsie ako
normalne protilatky. Ak je takychto protilatok v sére vel'a, naviazu sa na pridany antigén
a znemoZnia vdzbu normalnych protilatok.

3.5.3 Nepriame aglutinacie

Pri nepriamej aglutinacii je antigén naviazany na povrch vhodnej
makromolekulovej ¢astice, ktora sa oznacuje ako nosi¢. NajcastejSie sa pouzivaju
erytrocyty alebo latexové cCastice. NajznamejSim prikladom nepriamej aglutinacie je
hemaglutinacia a latexova aglutinacia.

Hemaglutindcia

Hemaglutinacia je citliva sérologickd metdda, ktora sa pouziva na dokaz protilatok
pri réznych infekénych ochoreniach. Pri hemaglutinacii sa zvi¢Sa pouziva suspenzia
baranich formalizovanych erytrocytov, ktoré sa moéZu senzibilizovat’ réznymi
rozpustnymi antigénmi (hemantigénmi). Suspenzia formalizovanych erytrocytov sa
moze (narozdiel od Cerstvych erytrocytov) dlhodobo skladovat’ a maju aj lepSiu adsorbcnu
schopnost, ¢o ich zvyhodiuje pred pouzitim Cerstvych erytrocytov. Komeréne pripravené
formalizované erytrocyty (alebo Cerstvé erytrocyty) mozno senzibilizovat’” hemantigénom.
Hemantigén je lyofilizovany extrakt r6znych mikroorganizmov. Extrakty st vhodne
upravené, takZe po rozpusteni maji optimalnu koncentraciu potrebni na senzibilizaciu
erytrocytov.

MoZnosti vyuzitia hemaglutinacie st velmi Siroké. Moze sa uplatnit’ aj
v diagnostike pohlavne prenosnych ochoreni, napr. syfylisu. Ide o TPHA test (Treponema
pallidum hemaglutina¢ny test). Je to Specificky test, ktory zachytava celkové treponémové

57



protilatky. Vyuziva sa pri podozreni na syfylis, ale aj v poCas tehotenstva na vylucenie
infekcie tehotnej zeny, pretoze v pozitivnom pripade hrozi intrauterinnd infekcia
S teratogénnymi ndsledkami. Pozitivny ndlez TPHA protilatok si vyzaduje konfirméciu,
aby bolo mozné potvrdit akutne, pripadne lieCené ochorenie na syfylis. Antigén
Treponema pallidum (Nicholsov kmef) je naviazany Vtomto pripade na morcacie
erytrocyty a v sére pacienta hladame treponémové protilatky.

Pozitivna hemaglutiniacia sa prejavi vznikom aglutinatu v mikrotitra¢nych
dostickach, ktory sa javi ako zhluk s nerovnomerne ohrani¢enymi okrajmi na dne jamky.

Negativna reakcia sa prejavi ako sediment erytrocytov v tvare gombika na dne
jamky s kompaktnymi a rovnomernymi okrajmi (obrazok 36, 37).
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Obr. 36 Princip hemaglutinacie (upravené podl'a © 2013 Pearson Education, Inc)
(http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio225/chap18/lecture3.htm)

Obr. 37 TPHA test — pozitivna a negativna reakcia pri hemaglutinacii
(http://mmww.medmicro.info/portal/syfilis/lvi3/ch09s05.html)

Latexovd aglutindcia

Latexova aglutinacia je nepriama aglutinacia, ktora je pouzivana v ramci
rychlych testov umoziujicich ziskanie orientacného vysledku v priebehu niekol’kych
minut.

Vyuziva sa napriklad pri vySetreni mozgovomiechového moku pri podozreni na

bakterialnu meningitidu. Latexovou aglutindciou sa dokazuji najbeznejSie patogénne
mikroorganizmy pri bakterialnej etiologii meningitid (vyvolanych Neisseria meningitidis,
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Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Escherichia coli a Streptococcus
agalactiae). Ak je v likvore pritomny niektory z patogénov, vznika aglutinacia.

Latexova aglutindcia ma Siroké vyuzitie, napr. na dokaz rotavirusov v stolici,
sérologicku typizaciu kmenov Neisseria gonorrhoeae, dokaz Staphylococcus aureus a pod.

Pomocou latexovej aglutindcie sa moze zistit’ pritomnost’ protilatok aj antigénov.

e Na dokaz protilatok je potrebné, aby boli na latexové Castice naviazané zndme

antigény.

e Ak chceme dokazat’ antigény mikroorganizmov, na latexové Castice musia byt

naviazané zname Specifické protilatky (obrazok 38, 39).
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Reakcia pri pozitivnej latexaglutinacii na

dokaz protilatok. Na latexové castice su
naviazané antigény. Pritomnost
aglutinacie indikuje pritomnost
protildtok, vtomto pripade IgM.

Reakcia pri pozitivnej latexaglutinacii na dokaz
antigénov. Na latexové castice s naviazané
monoklondlne protildtky. Pritomnost
aglutindcie indikuje pritomnost antigénov.

Obr. 38 Vyuzitie latexovej aglutinacie na dokaz pritomnosti protilatok alebo antigénov
(upravené podl'a © 2013 Pearson Education, Inc. Publishing as Benjamin Cummings)
(http://classes.midlandstech.com/carterp/Courses/bio225/chap18/18-06_IndirectAgglut_1.jpg)

Obr. 39 Latexova aglutinacia — zhodnotenie vzhl'adu reakcie (pozitivna reakcia = zhluky,
negativna reakcia = suspenzia) (http://mwww.jfmed.uniba.sk)
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3.6 PRECIPITACIA

Precipitacia je reakcia, pri ktorej reaguje koloidny (rozpustny) antigén
(precipitogén) so Specifickou protilatkou (precipitinom) Vv urcitom prostredi
(fyziologicky roztok, gél) za vzniku imunokomplexu, ktory sa nazyva precipitat
(obrazok 40). Hlavnou sucastou precipitatu su protilatky, preto sa pri precipitaciach
zvycajne riedi antigén.

PRECIPITACIA

Ag + Ab

precipitogén precipitin

precipitat

Obr. 40 Precipitacia (vlastné spracovanie)

3.6.1 Zona ekvivalencie

Reakcia moze prebiehat’ v tekutom alebo gélovom prostredi. Velkost precipitatu
z&visi od koncentracie antigénu a protilatky. MnoZstvo precipitatu sa zmensuje jednak
pri nadbytku antigénu ako aj pri nadbytku protilatky v reakcii.

Najviac precipitatu sa vytvori v zone ekvivalencie, kde dochadza k uplnému
vyviazaniu antigénov a protilatok. Grafické znazornenie tvorby precipitatu v zavislosti
od koncentracie antigénu za pouzitia konstantného mnozstva protilatok znazornuje krivka
precipitacie (obrazok 41).

Antigen Antibody

o
A A I © %(
0©
1 z°f'° of | — Precipitate
antibody /—\< formed

excess

Zone of
equivalence

Antigen added 3

Capyright © 2004 Paarson Education, Inc., publishing as Bsrjamin Cummings.

Obr. 41 Krivka precipitacie so zonou ekvivalencie
(http://classes.midlandstech.com/carterp/Courses/bio225/chap18/18-02_Prepicitation_1.jpg)
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3.6.2 Precipitacie v tekutom prostredi

Precipitacia moze prebiehat’ v tekutom prostredi, najjednoduchsim typom takejto
reakcie je prstencova precipitacia (ring test), pri ktorej sa na sty¢nej ploche vytvara
precipitacny prstenec. Vyuziva sa napriklad v Ascoliho termoprecipitacii na ddokaz
antigénov Bacillus anthracis, kedy sa z vySetrovaného materialu (kuska tkaniva, hlavne
sleziny) povarenim vo fyziologickom roztoku pripravi extrakt. V extrakte sa dokazuje
polysacharidovy antigén B. anthracis. Extrakt sa podvrstvi sérom s protiantraxovymi
protilaitkam — antraxovym antisérom. Na stycnej ploche sa vytvori precipitacny prstenec
(obrazok 42). Pri precipitacii v tekutom prostredi sa intenzita vytvoreného zakalu moéze
merat’ turbidimetricky (kedy sa meria mnozZstvo prechadzajuceho svetla) alebo
nefelometricky (kedy sa meria mnozstvo rozptylen¢ho svetla pri prechode luc¢a), obidve
metody su automatizované a ziskané tidaje su pocitacovo spracovavané.

0, o Antigén
i lo (rozpustny)

(Yo Z6na

| e, ekvivalendie:

-()\§ viditefny
"‘Q}, precipitat

)'}I)I( Protilatky

Obr. 42 Precipitacia v tekutom prostredi (http://web.campbell.edu/faculty/mlsuhan-
thomas/biol335/lec-02-13-antibody-ch6.html)

3.6.3 Precipitacie v gélovom prostredi - imunodifuzie

Precipitacie v gélovom prostredi sa oznacuji ako imunodifizne metédy, pri nich
sa V mieste stretnutia antigénu s protilatkou vytvori precipitacna linia. Na imunodifiziu
sa najCastejSie pouziva agar alebo agardzovy gél. Imunodifizne metddy sa delia na
jednoduché a dvojité imunodifizie.

e Pri jednoduchej imunodifuzii do gélového prostredia difunduje iba jedna zlozka,
druhd zlozka je rozptylena v géli.
e Pri dvojitej imunodifizii difunduji do gélu sucasne obidve zlozky — antigén aj

protilatka.

Jednoduchd imunodifiizia

K jednoduchej imunodifiizii patri jednoducha radidlna imunodifuzia. Je to
zékladna metdda na kvantitativne stanovenie antigénov vo vzorke.

Postup: Na sklenenych alebo plastovych platniach je naliaty roztok agar6zy alebo
agaru zmieSany So znamou protilatkou proti hladanému antigénu. Po stuhnuti agardzy sa
podla predlohy vyhibia okruhle otvory. Cast’ otvorov sa naplni §tandardnymi roztokmi o
znamou koncentraciou antigénu, zvy$na cast' otvorov sa naplni vzorkami pacientov.
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Nasledne sa takto pripravena platiia vlozi vo vodorovnej polohe do vlhkej komorky, aby
mohla reakcia prebichat’ a nedoslo k popraskaniu gélu a k znehodnoteniu vysetrenia. Pri
jednoduchej radidlnej imunodifiizii difunduje iba jedna zloZka, v tomto pripade antigén
difunduje z otvorov vSetkymi smermi do okolia (= radialna, dvojrozmerna imunodifiizia)
pricom reaguje s protilatkami a v zéne ekvivalencie sa vytvori precipitaény prstenec
(obrazok 43).

JEDNODUCHA RADIALNA IMUNODIFUZIA

Antigén difunduje
do agaru

Protilatka
v agare

Precipitaény prstenec
formuje sa v zéne ekvivalencie

Obr. 43 Princip jednoduchej radidlnej imunodifizie (upravené podla
http://www.sbs.utexas.edu/sanders/Bio347/Images/Lectur4l.jpg)

Vysledok: Priemer precipitacného prstenca je tym vacsi, ¢im vécsia je koncentracia
antigénu. Na zdklade zmeranych priemerov precipitaénych prstencov okolo otvorov so
znamymi koncentraciami antigénu sa vytvori analyticka ¢iara zavislosti precipitaéného
prstenca (jeho Stvorec v mmz) od koncentracie vySetrovaného antigénu. Pomocou nej sa po
zmerani priemeru precipitacného prstenca vzorky urc¢i koncentracia antigénu vo
vySetrovanej vzorke (obrazok 44, 45).

Obr. 44 Jednoducha radialna imunodifizia
(http://www.idbiotech.com/53-143-thickbox/bovine-lactoferrin-rid-plate.jpg)
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Obr. 45 Jednoducha radialna imunodifizia — analyticka Ciara (upravené podla
http://image.slidesharecdn.com/immunodiffusion-130121011208-phpapp01/95/immunodiffusion-principles-
and-application-9-638.jpg?ch=1359056050)
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Vyuzitie: technikou jednoduchej radidlnej imunodifizie je mozné stanovit
rozsiahle mnozstvo sérovych proteinov, hladiny imunoglobulinov (IgG, IgM, IgA, IgD),
zloziek komplementu (C3, C4), proteinov akutnej fazy zapalu (CRP, Oroso atd’.). Napriek
tomu, Ze v sucasnosti sa v klinickej praxi viac vyuzivaju turbidimetria a nefelometria,
jednoduché radidlna imunodifiizia je stale povazovana za dolezita Standardmi metodu pre
stanovovanie koncentracii proteinov aj v medzinarodne uzndvanych -certifikovanych
materialoch.

Dvojitda imunodifiizia
K dvojitej imunodifazii patri dvojita radidlna imunodifazia (protismerna). Je to

metoda, ktord sliZi na kvalitativne stanovenie antigénov, nie je to vhodnd metdda na
urcenie koncentracie antigénov.

Postup: Dvojitda radidlna imunodifizia sa robi najmd v Uprave podla
Ouchterlonyho, kedy sa pouzije gél, ktory neobsahuje ani antigény ani protilatky a po
stuhnuti sa do neho vyrezi otvory v dostato¢nych vzdialenostiach. Do casti otvorov sa
napipetuji antigény a do dalSich protilatky. PocCas inkubacie vo vlhkej komorke pri
laboratérnej teplote. Z otvorov difunduji vSetkymi smermi do gélu aj antigén aj
protilatka, difazia je teda radialna (alebo dvojrozmerna).

Vysledok: Ak sa antigén a protilatka nachadzajii v dvoch susednych otvoroch
vyhibenych do gélu, ich molekuly sa stretni av zéne ekvivalencie vytvoria typicku
precipitaéni liniu: méze ist o rézne zaobleny precipitatny oblucik. Princip dvojitej
radialnej imunodifazie je zobrazeny na obrazku 46.

DVOJITA RADIALNA IMUNODIFUZIA
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Obr. 46 Princip dvojitej radialnej imunodifuzie (upravené podla
http://www.sbs.utexas.edu/sanders/Bio347/Images/Lectur42.jpg)

Vyuzitie: tito metdda sa pouziva na dokaz antigénov (ak su dostupné Specifické
antiséra s protilatkami) alebo na doékaz protilatok (ak st dostupné znadme antigény)
(obrazok 47, 48). Princip dvojitej radidlnej imunodifizie sa vyuziva aj v Elekovom teste na
dokaz toxigenicity kmenia Corynebacterium diphtheriae (povodca zaskrtu), pri ktorom sa
vyuziva antitoxin (ekvivalent protilatky) a suspenzia testovaného kmena, kde dokazujeme
pritomnost’ toxinu (ekvivalent antigénu). Antitoxin sa aplikuje do strednej jamky,
suspenzia testovaného kmena do okrajovych jamiek. Pozitivny vysledok (produkcia
toxinu) sa prejavi vytvorenim precipitacnej linie.
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Obr. 47 Dvojita radialna imunodifiizia (upravené podla
http://intranet.tdmu.edu.ua/data/kafedra/internal/micbio/classes_stud/en/nurse/Associate%20Degree%20Nur
sing/ptn/Microbiology/1/08%20Usage%200f%20immunological %20tests...files/image102.jpg)

Obr. 48 Pozitivny (+) a negativny (—) vysledok pri dvojitej radialnej imunodifiizii
(upravené podla http://mww.snv.jussieu.fr/bmedia/ATP/images/ouchbl.jpg)

Pri dvojitej radialnej imunodifizii je mozné sledovat rézne precipitacné
fenomény. Ked sa okolo otvoru s protilaitkou vyreze niekolko jamiek, do ktorych sa
napipetuju rézne antigény, mézu vzniknat’ vzajomne prekrizené alebo spojené precipitatné
linie (obluciky). Podl’a toho je mozné urcit, ¢i su jednotlivé antigény identické, neidentické
alebo usudzovat’ o pribuznosti ich antigénnych determinant (obrazok 49).
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Obr. 49 Rozne precipitaéné fenomény pri dvojitej radialnej imunodifuzii (upravené podla
http://www.slideshare.net/suniu/immunodiffusion-principles-and-application)
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3.7 ELEKTROFOREZA A IMUNOELEKTROFOREZA

3.7.1 Elektroforéza

Elektroforéza je metdda, pri ktorej dochadza k rozdeleniu proteinov na zaklade
ich rozdielnej pohyblivosti v gélovom prostredi umiestnenom v elektrickom poli, a to
v zavislosti na vel’kosti molekul a rozdielnych elektrickych nabojoch. Pri elektroforéze je
mozné pouzit rdzne jednoduché elektroforetické nosi¢e, napr. agar, agardzu,
polyakrylamidovy gél a iné. Kladne nabité proteiny sa pohybuji smerom ku katode,
zaporne nabité proteiny sa pohybuji smerom ku andde. BeZznou elektroforézou sa sérum
rozdeli na albumin, alfa 1, alfa2, beta 1, beta 2 a gamaglobuliny. Pre imunologiu ma
vyznam hlavne gamafrakcia, pretoze obsahuje imunoglobuliny (obrazok 50).

Obr. 50 Fyziologicky nalez pri elektroforéze sérovych bielkovin u zdravého ¢loveka
(http://www.aafp.org/afp/2005/0101/afp20050101p105-f1.gif)

Elektroforézou sa daju zachytit’ orientaéné zmeny v zmysle:

e hypergamaglobulinémie (kedy je  zvySend  koncentracia  vSetkych
imunoglobulinov),

e hypogamaglobulinémie (zniZend koncentracia alebo chybanie imunoglobulinov)

e amonoklonalne gamapatie (deformicie gamafrakcie do tuzkeho pruzku
V pritomnosti monoklonalneho imunoglobulinu, tzv. peak, zobrazeny na obrazok
51).

Gamma

Obr. 51 Typicky ,,peak* gamaglobulinovej frakcie pri mnohopocetnom myelome
(http://www.aafp.org/afp/2005/0101/p105.html)
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3.7.2 Imunoelektroforéza

Imunoelektroforéza je kombinaciou elektroforetickych a imunodifiznych metéd.

Patri sem:

klasicka imunoelektroforéza (kombinacia klasickej elektroforézy a dvojitej
radidlnej imunodifuzie),

raketova imunoelektroforéza (pohyb molekul antigénov je urychleny
jednosmernym elektrickym pradom),

protismerna (stretna) imunoelektroforéza (pohyb molekul antigénov aj
protilatok je urychleny jednosmernym elektrickym pradom),

imunofixacia (po elektroforetickej separéacii proteinov séra sa prida Specifické
antisérum proti niektorému lahkému alebo tazkému imunoglobulinovému
retazcu).

Imunoelektroforéza a jej modifikdcie spajaju elektroforetickii separaciu proteinov

s imunodifiziou, pri ktorej sa uz uplatiiuje reakcia medzi antigénom a protilatkou.

Imunofixacia bielkovin v sére je dolezita na diagnostiku monoklonalnej gamapatie,

teda na urcenie izotypu monoklonalneho imunoglobulinu (paraproteinu). Byva sposobena
nadmernym zmnozenim jediného klonu buniek produkujicich protilatky. Toto zmnoZenie
je obvykle maligne (pri plazmocytome IgG, IgA, pri Waldenstromovej makroglobulinémii
[gM). Monoklondlna gamapatia mdZe byt tiez benigna (dnes oznacovand ako MGUS —
monoklondlna gamapatia nejasného vyznamu - ale 2z onkologického hladiska je
povazovana za prekancer6zny stav). Imunofixdcia je vhodna na monitorovanie
a diagnostiku monoklonalnych gamapatii.
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Jednotlivé skupiny imunoelektroforéz st znazornené na obrazkoch 52, 53 a 54.

Elektroforéza antigénov N Difazia a precipitacia schéma
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Obr. 52 Klasicka imunoelektroforéza s jednotlivymi krokmi (upravené podla
http://jpkc.yzu.edu.cn/course/shywshw/pictures/MYX-Ch10-02-09.jpg)



Raketovad imunoelektroforéza
+
!

Rakety precipitatov

A —6’( i >‘@

Protilatky pritomné v géli
=

Ag

- @

Ab

+

Obr. 53 Raketova imunoelektroforéza
(upravené podra: http://www.microbiologybook.
org/mayer/Image51.gif)

Priklady niektorych modifikacii
schéma na obrazku 55.

Obr. 54 Protismerna (stretna)
imunoeclektroforéza
(http://zssom.sysu.edu.cn/zhongda/loori/
upload/my/24-03_1.jpg)
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Obr. 55 Modifikacie imunodifuznych a imunoelektroforetickych metdd (upravené podla
http://micro.digitalproteus.com/pics/immunoprecipitation.jpg)
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3.8 KOMPLEMENT FIXACNE REAKCIE (KFR)

Komplement fixacna reakcia je sérologicka metdda najCastejSie pouzivand na dokaz
pritomnosti protilatok. Jej podstatou je vizba komplementu na komplex antigén —
protilatka (Ag-Ab). Pred reakciou je potrebné inaktivovat’ vySetrované sérum zahriatim na
56 °C na 30 minut, aby sa odstranila aktivita pacientovho komplementu vo vzorke séra.

3.8.1 Fazy komplement fixa¢nej reakcie
KFR prebieha v dvoch fazach: prva je $pecificka a druha je nespecificka.

V prvej faze dochadza k vizbe antigénu (Ag) a protilatky (Ab) a fixacii vopred
vytitrovaného komplementu (C). Ako zdroj komplementu sa pouziva morcacie sérum,
ktoré sa pred reakciou vytitruje. AK sa v sére nachazaju protilatky, reaguju s antigénom
a vytvoria imunokomplex, na ktory sa naviaze komplement. Tato faza sa vSak neprejavi
viditeI'nymi zmenami.

Preto nasleduje druha faza, ktora je urCena na vizualizaciu prvej fazy KFR. Slizi na
to hemolyticky systém, ktorym st senzibilizované baranie erytrocyty (senzibilizované su
amboceptorom, ¢o je krali¢ia protilatka proti baranim erytrocytom).

3.8.2 Hodnotenie vysledku komplement fixa¢nej reakcie
Vysledok reakcie sa hodnoti podl’a hemolyzy erytrocytov vV hemolytickom systéme.

» AKk je KFR pozitivna (v sére si hladané protilatky), vytvori sa imunokomplex
antigénu s protilatkou, na ktory sa fixuje (nadviaze) komplement C, a teda v druhej
faze nemdze komplement C reagovat s erytrocytmi a nenastane hemolyza (a
erytrocyty len sedimentuji). Pozitivna KFR sa teda neprejavi hemolyzou
a potvrdzuje pritomnost’ protilatok vo vySetrovanom sére.

» Ak je KFR negativna, nevytvori sa imunokomplex antigénu s protilatkou,
komplement C sa nefixuje (nenadviaze), a teda v druhej faze méze komplement C
reagovat’ Serytrocytmi a nastane hemolyza. Negativna KFR sa teda prejavi
hemolyzou aznamend, ze protilatky sa nenachddzali vo vySetrovanom sére

(obrazok 56).

Vysledok sa vyjadruje pomocou titra uréen¢ho podla najvySSieho riedenia
vySetrovaného séra, kde boli zistené protilatky (t.j. kde nenastala hemolyza a pritomna bola
len sedimentécia erytrocytov).

Vyuzitie: KFR je vhodna na dokaz protilatok pri réznych infekénych ochoreniach
bakterialnej, parazitdrnej, mykotickej a virusovej etiologie, napr. syfylise, toxoplazmoéze,
bruceloze, ornitoze, virusovych respiraénych infekcidch (virusy influenzy, parainfluenzy,
respiracny syncycialny virus, koronavirusy, adenovirusy a podobne).

Nie je vhodnd pre zistenie jednotlivych tried imunoglobulinov, pretoze sa pri nej
zistuju celkové imunoglobuliny.
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Opakované vysetrenie umoznuje sledovat dynamiku tvorby protilatok. Odoberaju

sa minimalne dve vzorky séra v odstupe zvycajne 14 dni. O dokaze akutneho ochorenia

sved¢i Stvornasobny vzostup titra protilatok alebo sérokonverzia (obrazok 57).
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Obr. 56 Komplement fixa¢na reakcia (upravené podla
http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio225/chap18/figure_18_10_labeled.jpg)
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Obr. 57 Vysledok komplement fixacnej reakcie v mikrotitracnej dosticke pri dokaze
toxoplazmdzy: riadky B, C = pozitivna kontrola s titrom 512, riadok D = negativna

2 8 e

kontrola, v riadku E negativny pacient, v riadku F pacient s titrom 16, v riadku G pacient

s titrom 16, v riadku H

(http://labmet.zshk.cz/media.aspx?id=SLM017&TB_iframe=true&height=750&width=820)

pacient s titrom 32
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Otazky k samohodnoteniu

70

1.

Co st to sérologické reakcie? Co je antigén, imunogén, haptén, superantigén,
alergén? Ktoré antigény su korpuskularne a ktoré koloidné?

Co st protilatky? Aky je rozdiel medzi sérom a plazmou?

Ktoré fazy maé sérologickd reakcia? Ako sa delia sérologické reakcie podla
pouzitého antigénu, podla techniky a v akom prostredi mozu prebichat'? Na aku
diagnostiku sa vyuzivaju sérologické reakcie? Ako sa hodnotia sérologické reakcie?
Aky nalez sved¢i o dokaze akutneho ochorenia?

Co je aglutinacia? Co je principom priamej aglutinacie? Co je Widalova reakcia?
Co sa uréuje pri spitnej aglutinacii?

Co je principom nepriamej aglutinacie? Aké nosiée sa vyuzivaju pri hemaglutinacii
a pri latexovej aglutinacii? Aké su moznosti vyuzitia hemaglutinacie a latexovej
aglutinacie?

Co je precipitacia? Co je charakteristické pre zonu ekvivalencie? V akom prostredi
mdze prebiehat’ precipitacia a uved'te priklady.

Ako sa vola precipitacia v gélovom prostredi? Naco sa vyuziva jednoduché radialna
imunodifizia aaky je jej princip? Naco sluZzi dvojitd radidlna imunodifizia
a vysvetlite jej princip.

Co je to elektroforéza a imunoelektroforéza?

Co je podstatou komplement fixa¢nej reakcie? Aké su fazy komplement fixaénej
reakcie? Ako sa hodnoti vysledok KFR? Co znamend, ked’ nastane hemolyza pri
KFR? A ako sa hodnoti vysledok KFR, ked’ nenastane hemolyza? Kedy je KFR
pozitivna a kedy negativna? Naco sa KFR vyuziva?



4 NOVSIE METODY V IMUNOLOGII

4.1 IMUNOFLUORESCENCIA

Imunofluorescencné techniky sa vyuzivaji na dokaz antigénov alebo protilatok
pri¢om vizualizacia vzniknutého imunokomplexu sa robi pomocou protilatok znacenych
fluorescenénymi farbivami (fluorochromami). Medzi najznamejsie fluorochromy patri
FITC — fluorescein isotiokyanat. Imunofluorescencia je zndma v dvoch modifikaciach:
priama a nepriama imunofluorescencia.

4.1.1 Priama imunofluorescencia

Priama imunofluorescencia sa pouziva hlavne na dokaz antigénu.
Fluorescencnym farbivom je oznacena Specifickd protilatka. Dokazovany antigén sa moze
nachadzat’ v tkanive, telesnej tekutiny, bunkovej kulture a pod.

Postup: skiimana vzorka musi byt v tenkej vrstve fixovana na podlozné sklicko.
Na povrch takto pripraveného preparatu sa potom aplikuje Specificka protilatka znacena
fluorochromami. Ak je antigén vo vzorke pritomny, pocas inkubécie sa naviaze na
protilatky. Naslednym premytim sa odstrania nadbytocné nenaviazané protilatky. Po
inkubacii a premyti sa potom hodnoti preparat vo fluorescencnom mikroskope.
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Obr. 58 Priama imunofluorescencia (upravené podl'a
http://www.di.uq.edu.au/sparg/images/directlF.jpg)
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Vysledok: pozitivny vysledok sa prejavi fluorescenciou na miestach, kde je
pritomny antigén (obrdzok 58, 60a). Ak sa pouzil fluorochrom FITC, fluorescencia bude
zltozelend. Priama imunofluorescencia sa pouziva najmd na dokaz antigénov
V tkanivovych rezoch, roznom bioptickom materiali, na rychly dokaz patogénov v spite,
steroch a pod.

4.1.2 Nepriama imunofluorescencia

Nepriama imunofluorescencia ma dve fazy, v prvej faze reaguje ,,primarna‘“
neznacena Specificka protilatka, v druhej faze sa pridava ,,sekundarna“ protilatka, ktora je
uz znac¢ena fluorochrémami. V obidvoch fazach dochadza k inkubacii a premytiu, potom
k hodnoteniu vo fluorescen¢nom mikroskope. Pozitivny vysledok sa prejavi fluorescenciou
(obrazok 59).
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Obr. 59 Nepriama imunofluorescencia na dokaz antigénov (upravené podl'a
http://www.di.uqg.edu.au/sparg/images/indirectIF.jpg)
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Nepriama imunofluorescencia sa pouziva CastejSie na dokaz protilatok v sére.

Postup: vtedy je preparat pripraveny zo zdravého tkaniva, bunkovej alebo
bakteridlnej kultury. Na tento preparat sa aplikuje vzorka pacienta vySetrovand na
pritomnost’ protilatok. Po prvej inkubécii a premyti sa prida sekundéarna protilatka znacena
fluorochromom (tzv. konjugat). Po druhej inkubécii a premyti sa preparat prehliada pod
fluorescencnym mikroskopom.

Vysledok: pozitivna reakcia sa prejavi fluorescenciou Struktur obsahujucich
antigény, proti ktorym boli v sére pacienta pritomné protilatky. Tato metoda sa najcastejSie
pouziva na stanovenie antiinfekénych protilatok (obrazok 60b) a autoprotilatok pri
organovo Specifickych aj systémovych (organovo nespecifickych) autoimunitnych
ochoreniach (napr. pritomnosti antinuklearnych protilatok vo vySetrovanom sére sa prejavi
fluorescenciou jadrovych Struktur v bunkach).
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Obr. 60 Priama imunofluorescencia na dokaz antigénov vo vzorke (a)
Nepriama imunofluorescencia na dokaz protilatok v sére (b)
(upravené podra http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio225/chap18/figure_18_11_labeled.jpg)
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4.2 IMUNOANALYTICKE METODY

Imunoanalytické metédy sa vyuzivaji v modernej bioanalytike, umoZiuji
stanovovat’ aj nizke koncentracie antigénov alebo protilatok, ktoré sa zvycajne nedaju
stanovit’ klasickymi sérologickymi metdédami. Mo6zu sa vyuzit' tieZ na stanovenie malych
mnozstiev roznych horménov, cytokinov, nadorovych markerov a pod.

Princip: pracujii na principe rozpoznania a dokdzania antigénu alebo protilatky
Vv tekutej vzorke pomocou vizby medzi antigénom a protilatkou na principe ,.kl'a¢-zadmka“.
Spolo¢nym znakom imunoanalytickych metod je, Ze na vizualizaciu prebehnutej reakcie
medzi antigénom a protilitkou sa musi pouzit’ ,,sekundarna“ protilatka, ktora je
znacena réznymi znac¢kami: - enzymom (enzymova imunoanalyza),

- radioizotopom (radioimunoanalyza),
- luminoforom (luminiscen¢na imunoanalyza) alebo
- fluorochromom (fluorescen¢nd imunoanalyza).

Imunoanalyzy sa delia na homogénne a heterogénne. Pri heterogénnych je potrebné
oddelit’ naviazané reak¢éné latky od nenaviazanych zloziek reakcie. To sa zabezpeci
pomocou premyvania premyvacim roztokom medzi jednotlivymi krokmi reakcie.

4.2.1 Enzymova imunoanalyza - EIA

Jednou z najéastejSie pouzivanych metdéd v imunologickych a klinickych
laboratoriach je enzymova imunoanalyza, ktorou je mozné stanovit aj vel'mi nizke
koncentracie antigénov alebo protilatok (vSeobecne povedané analytov) v tekutej vzorke.
Enzymova imunoanalyza (EIA — Enzyme ImmunoAssay) je metoda, pri ktorej sa pouziva
vo faze vizualizacie enzymova reakcia.

EIA metody sa rozdel'uju na heterogénne a homogénne.

o Homogénne metédy nevyzaduju separaciu volnej a viazanej frakcie analytu.

o Heterogénne metody vyzaduju separaciu vol'nej a viazanej frakcie analytu.
Heterogénne EIA moézu byt kompetitivne (so znacenou protilatkou alebo so
zna¢enym antigénom) alebo nekompetitivne (so znac¢enou protilatkou).

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

V praxi sa vel’mi ¢asto pouziva ELISA. Je Specidlnym druhom EIA. M6Ze byt
heterogénna nekompetitivna — tzv. sendvi¢ alebo moze byt heterogénna kompetitivna. Na
uspesné prevedenie sendvicovej metddy je potrebny antigén, ktory ma na svojom povrchu
odliSné epitopy, najmenej pre dve odliSné protilatky. V stucasnej dobe je vdcSina metod
postavena na heterogénnej kompetitivnej EIA so znacenou protilatkou.

ELISA je enzymova imunoanalyza na pevnej faze. Znamend to, Ze jedna
Z reagujucich latok (bud’ znamy antigén, alebo zndma protilatka) je naviazanid na pevnl
fazu (nosi€). Ako nosi¢ sa najcastejSie pouzivaju jamky mikrotitracnej dosticky. Samotna
reakcia prebieha v niekolkych krokoch, medzi ktorymi sa premyvanim odstrafnuju
z reakénej zmesi nenaviazané latky.
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ELISA na dékaz protilatok

Pri dokaze protilatok (obrazok 61b) je na stenu jamiek mikrotitra¢nej dosti¢ky
naviazany znamy antigén.

Postup: do jamiek mikrotitracnej dostiCky sa aplikuju vzorky, v ktorych sa
stanovuje pritomnost’ Specifickych protildtok. Na antigén sa po pridani vysetrovanej
vzorky naviazu stanovované Specifické protilatky (ak sa vo vzorke nachadzali). Premytim
sa odstrania nadbyto¢né nenaviazané protilatky. V d’alSom kroku sa prida enzymom
znaCena sekundarna protilatka proti Pudskému imunoglobulinu (konjugat), ktora je
namierena proti Fc fragmentu stanovovanej protilatky. Po dalSom premyti sa prida
bezfarebny substrat, ktory je v pozitivnhom pripade Stiepeny enzymom naviazanym na
sekundarnu protilatku a vzniké farebny produkt.

Vysledok: Intenzita vysledného zafarbenia sa meria spektrofotometricky a je
umerna koncentracii stanovovanej protilatky.

&

o Protildtka naviazana na pevny nosi¢ o Antigén naviazany na pevny nosi¢

v '

\V/ ﬁa,

Pridd sa vzorka pacienta;
komplementarny antigén
sa viaze s protilatkou

|

4

Enzymom znacend sekundarna
protildtka sa po pridani viaze
na stanovovany antigén

Pridd sa sérum pacienta;
komplementarna protilatka
sa viaze s antigénom

l

e

A

Fay

o Enzymom znacena sekundérna

protildtka sa viaze na Fc fragment
stanovovanej protilatky

o Prida sa substrat( ), ktory je enzymatickou
reakciou premeneny na farebny produkt (@)
a sposobi viditelni farebnd zmenu roztoku

o Prida sa substrat(" ), ktory je enzymatickou
reakciou premeneny na farebny produkt (@)
a sposobi viditelnu farebnd zmenu roztoku

a) Stanovenie antigénu metddou ELISA b) Stanovenie protilatky metédou ELISA

© 2013 Pearson Education, Inc.

Obr. 61 ELISA: stanovenie antigénu (a), stanovenie protilatky (b)
(upravené podla http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio225/chap18/lecture5.htm)
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ELISA na dékaz antigénov

Pri dokaze antigénov (obrazok 61a) je na stenu jamiek mikrotitracnej dosticky
naviazana znama protilatka.

Postup: do jamiek sa pridavaju vzorky, v ktorych sa stanovuje pritomnost’
antigénu. Potrebné je vSak, aby antigén mal aspoit dva odlisné epitopy. Na protilatku
fixovanu k stene jamky mikrotitraénej dostiCky sa naviaze stanovovany antigén, na ktory
sa v d’alsom kroku naviaze enzymom znacena protilatka proti vySetrovanému antigénu.
Prida sa bezfarebny substrat, ktory sa v pozitivnom pripade enzymaticky katalyzovanou
reakciou zmeni na farebny produkt.

Vysledok: Intenzita vysledného zafarbenia roztoku sa meria spektrofotometricky
a je umerna koncentracii dokazovaného antigénu vo vzorke.

Vyuzitie ELISA

ELISA supravy st vsucasnosti dostupné nielen pre klinicki diagnostiku
V laboratoriach, ale aj pre domdace pouzitie. S obl'ubou s vyuzivané napr. tehotenské testy,

ktoré registruju pritomnost’ tehotenského horménu hCG v moci tehotnej zeny (obrazok
62).

0 Volné monoklondlne protilatky
Specifické pre hCG - hormén
produkovany pocas tehotenstva

Pozitivna

kontrola \

Testovacia ——+
ast

Q

o Naviazané monoklondlne
protildtky Specifické pre hCG

e Sendvic tvoreny naviazanou protildtkou (2)
avolnou protilatkou (1), ak je hCG pritomny,
vedie k farebnej zmene.

Q

Nie tehotna Tehotna

© 2013 Pearson Education, Inc.

Obr. 62 Princip tehotenského testu (upravené podra:
http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio225/chap18/lecture5.htm)

4.2.2 Radioimunoanalyza - RIA

RIA (Radio Immuno Assay) je radioizotopova metéda, ktora patri k historicky
najstar$im imunoanalytickym metdédam. Bola urcend na kvantitativne stanovenie antigénov
alebo protildtok. Napriklad na stanovenie antigénu sa pouZije protilaitka znacCena
radioaktivhym prvkom (najCastejSie 125 131 RIA méze prebiehat’ na pevnej fdze — na
stene skimavky alebo v kvapalnej faze. Ak prebieha na pevnej faze, princip sa podoba
ELISA testom, pricom namiesto enzymu je pouzity radioizotop. Po premyti sa meria
intenzita radioaktivneho ziarenia (gama alebo beta).
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RIA sa vyznacuje vysokou citlivostou a Specifickostou, umoziiuje stanovit’ aj
latky v nano- a piktogramovych koncentraciach. Mozno fou urovat hormony,
vitaminy, ich metabolity, niektoré autoprotilatky a iné biologicky vyznamné latky. Ked’ze
si vSak vyzaduju pracu s radioizotopmi, Specialnu meraciu techniku, vyskoleny personal
a vznika pri nich izotopovy odpad, legislativa je pri nich vel'mi prisna a zvy¢ajne byvaja
sucast'ou oddeleni nuklearnej mediciny. V sicasnosti je vacsina RIA testov uz nahradena
neizotopovymi imunoanalyzami.

4.2.3 Chemiluminiscen¢na imunoanalyza

Chemiluminiscenéna imunoanalyza vyuZiva ako znacku luminofory — latky,
ktoré pri oxidacii vyzaruju svetlo. Svetlo je emitované v priebehu chemickej reakcie
a detegované je luminometrom.

4.2.4 Fluorescenc¢na imunoanalyza

Fluorescen¢na imunoanalyza vyuziva ako znacku fluorochrom a detekcia signalu
sa robi fluorimetricky. Principy obidvoch metod su zhodné s metédami pri
enzymoimunoanalyzach a st popisané vyssie.

4.3 IMUNOBLOTOVACIE TECHNIKY - IMUNOBLOT

Blotovacie metody kombinuju elektroforézu a imunoanalyzu. Uskuto¢iiuji sa
v r6znych modifikaciach.
Mo67u sa vyuzit’ na:

- analyzu DNA (Southern blot),

- analyzu RNA (Northern blot),

- analyzu proteinov (Western blot),

- analyzu posttransla¢nych tuprav (Eastern blot).

Najcastejsie sa pouziva imunoblot Western blot a imunodot.

4.3.1 Western blot

Princip Western blotu spoc¢iva v tom, ze skimana zmes proteinovych antigénov je
rozdelend elektroforézou v géli a nasledne prenesend na pevny nosic¢ (napr. nitrocelulézovu
membranu). V d’alSej faze dochadza k vlastnej imunoanalyze.

Postup: imunoblot sa ponori do vzorky pacientovho séra, v ktorom sa maju
dokéazat’ protilatky. Po inkubéacii a premyti sa miesta s naviazanymi protilatkami
vizualizuji pomocou znacenej sekundéarnej protilatky proti 'udskému imunoglobulinu
(znacena je napr. enzymom).

Vysledok: v pozitivnom pripade sa na imunoblote objavi tmavy prazok na mieste,
ktoré zodpoveda urcitému antigénu, proti ktorému vysSetrovana vzorka obsahovala
prislusnu protilatku (obrazok 63).
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WESTERN BLOT REACTIVITY IN ONE HIV-1 SEROCONVERTER

1 2 3 4 5 7} 7 8 9 10
- - - e
w3
: — = = 68
B = =8 55
godl
P40
| a1 = 34
- o

- — - a7
NG FC DG D2 D3 D5 D7 Di2 D22 D30

Obr. 63 Western blot na dokaz HIV-1
(http://meromicrobiology.blogspot.sk/2011/07/western-blotting-for-hiv-test. html)

4.3.2 Imunodot

Pri imunodotoch sa pouzivaji vycCistené nativne antigény alebo umelo pripravené
rekombinantné antigény, ktoré sa fixuji na membranu. Odc¢itanie imunodotov je
jednoduchsie, ale testy st ekonomicky nakladnejSie (obrazok 64).

BlueDot and BlueDiver Dot Features Priklady
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Pozitivny pacient Negativny
(Mi-2) pacient

Obr. 64 Imunodotova analyza autoprotilatok — pozitivita je v obrazku vyznaéena Sipkou
(upravené podla http://www.clsdiagnostics.com/news/index.htm)

4.3.3 Vyuzitie imunoblotovacich technik

Vyhodou blotovacich technik je moZnost’ zistovat’ zo vzorky naraz aj niekol’ko
Specifickych protilitok proti jednotlivym antigénom. Blotovacie metédy maju
Vv sucasnosti Siroké vyuzitie pre svoju vysoku citlivost’ a Specifickost’. Umoziuju detegovat’
Specifickil  protilatkovii odpoved’ proti réznym proteinom v antigénnych zmesiach.
Pouzivajl sa pri analyzach antigénov mikroorganizmov (napr. proti jednotlivym antigénov
virusov HIV, HCV, proti antigénom Helicobacter pylori, Treponema pallidum, boréliam
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atd’), pri analyzach alergénov, enzymov, proteinov, hormonov, protilatok, autoprotilatok
a mnohych d’alSich.

Pre stanovenie Specifickych protildtok proti infekénym povodcom sa tieto testy
vyuzivaju ako konfirmacné (tzn. potvrdzujice) testy. Pouzitie maji ako d’alSia moznost’
Specifického dokazu v pripadoch, kedy ostatné metédy neposkytli jednoznaény vysledok.

4.4 ELISPOT (Enzyme-Linked ImmunoSPOT assay)

Tato metdda patri medzi metéody pouZivané na vySetrovanie zloZiek bunkovej
imunity. Pévodne vSak bola vyvinuta na detekciu B-lymfocytov produkujicich protilatky.
Neskor bola tato metéda modifikovana na detekciu aktivovanych T lymfocytov
reagujucich na Specificky antigén a produkujucich prislusné cytokiny. Meria aj nizke
mnoZzstva aktivovanych lymfocytov a uvolnenych cytokinov. UmoZiiuje ziskat’ rychlu
informaciu o bunkovej imunite na zaklade mininalneho invazivneho vySetrenia
periférnej krvi. Vac¢Sinou sa pouziva na detekciu mnozstva uvolneného interferénu vy, ale
st dostupné supravy pre detekciu mnohych cytokinov (IFN-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10, IL-12, atd’.).

Postup: rutinne sa vykonava v 96 jamkovych mikrotitranych dostickach. Tie st
upravené tak, ze dno jamiek tvori nitrocelul6zova alebo PVDF membrana, na ktoru je
naviazana primarna Specifickd protilaitka proti cytokinu, ktory sa bude zistovat.
Predpokladom na uspesny ELISPOT je najskor Specificka stimuldcia sledovanych buniek
spravnym podnetom. Napriklad pri detekcii poctu T lymfocytov Specifickych pre urcity
antigén su mononukledrne bunky z periférnej krvi pacienta s tymto antigénom inkubované,
aby doslo k spracovaniu a prezentacii antigénu T-lymfocytmi. Takto stimulované T-
lymfocyty st prenesené na mikrotitratné dosticky ELISPOTu. Cytokiny uvolnené zo
stimulovanych T-lymfocytov sa pocas inkubacie naviazu na primarne anticytokinové
protilatky fixované na membrane. Po inkubdacii sa bunky lyzuji a premytim odstrania.
V d’alSom kroku je pridand biotinom znacena sekundarna protilatka proti zistovanému
cytokinu. Jej védzba sa deteguje pomocou streptavidin konjugovaného enzymu.
V poslednom kroku sa prida farebny substrat a peroxid vodika.

Vysledok: na mieste, kde T-lymfocyt produkoval dany cytokin, sa vytvori farebny
bod (spot) na dne jamky (obrazok 65).
Analyza (obrazok 66): intenzita a vel'’kost’ spotov zavisi od mnozstva uvol'neného cytokinu
jeden spot = zodpoveda jednej bunke
pocet spotov = pocet buniek produkujicich cytokin
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ELISpot Assay Procedure

Inkubdcia stimulovanych buniek v ELISPOT
jamkach s primdrnymi $pecifickymi protildtkami.
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Uvolnené cytokiny si naviazané na primdrne $pecifické ' Inkubdcia so sekunddrnou
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Obr. 65 Princip ELISPOT (upravené podra: http://www.rndsystems.com/resources/images/5680.gif)
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Obr. 66 ELISPOT vlavo negativny, vpravo pozitivny vysledok
(https://aid-diagnostika.com/deutsch/bild_allg/borders/eli-assays.jpg)

ELISPOT umoznuje od¢itat’ mnozstvo buniek produkujicich stanovovany cytokin.
Pre kazdu stimulovani bunku produkujucu cytokiny sa vytvori farebny spot. Vadsi
spot indikuje bunku produkujicu viac cytokinov ako bunka, ktora ma mensi spot.
Vyhodnotenie poctu spotov (tzn. poctu stimulovanych — aktivovanych buniek
produkujicich cytokiny) je mozné manualne pomocou inverzného mikroskopu alebo
automaticky. Metoda sice nie je nova, ale az v poslednych rokoch boli vyvinuté postupy na
analyzu aj vicSieho mnoZstva dosti¢iek pomocou automatickych pristrojov ELISPOT

readerov. Tieto dokazu vyhodnotit’ vel'ké mnozstvo dosti¢iek na zaklade digitalnej analyzy
obrazu.
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Vyuzitie: Vstupné ndklady pre pristrojové vybavenie ELISPOT st vsak vysoké.
Preto patri medzi Specializované metddy dostupné hlavne vo velkych laboratoriach, urcené
st nielen na laboratérnu diagnostiku, ale aj na vyskum. M4 vyuzitie na stanovenie sekrécie
cytokinov in vitro najmi pri vyvoji vakcin, liekov, pri sledovani priebehu infekénych
chordb, pri monitorovani uc¢inkov protinddorovej imunoterapie, imunoterapie alergii, pri
transplantaciach, autoimunitnych ochoreniach, na urcenie Th1-Th2 rovnovahy.

4.5 PCR - Polymerase Chain Reaction

Polymerazova retazova reakcia je metdoda umoziujica mnohonasobné
zmnoZenie (amplifikaciu) Specifického seku DNA in vitro, zaloZena je na principe
replikacie, priCom velkost' amplifikovaného tuseku ohranicuji dva oligonukleotiky —
primery. Touto technikou je mozné amplifikovat’ $pecifické fragmenty DNA aj v pripade,
ked’ je mnozstvo vzorky DNA malé.

Princip reakcie je zalozeny na replikécii nukleovych kyselin. Dvojvlaknovd DNA
je schopna denaturovat pri vysokej teplote a vznikaji dve izolované vlakna. Nasledne pri
znizeni teploty dochadza k renaturacii so zachovanim komplementarity baz. Specificka
sekvencia, ktord ma byt amplifikovana, musi byt’ oznacena pomocou oligonukleotidovych
sond (primerov). PCR je exponencialna reakcia, kedy sa po kazdom cykle zdvojnasobi
pocet kopii oznaCeného useku DNA, teoreticky ak sa vychadza z jednej kopie fragmentu
DNA, ziska sa po 35 cykloch 2% kopii, t.j. 7.10%°. Toto mnoZstvo predstavuje cca 1 pg
DNA, teda dostato¢né mnoZstvo na pouzitie pre d’alSie aplikacie (obrazok 67).

Jeden cyklus PCR prebieha v troch opakujucich sa krokoch:

1. Denaturacia dvojvlaknovej molekuly DNA (pri 90-97 °C), pri ktorej
dochadza k oddeleniu jednotlivych vlakien DNA templatu (vzniknu dva
jednoduché retazce), o umozni hybridizaciu primerov.

2. Hybridizacia (annealling, naviazanie, ,nasadnutie) primerov ku
komplementarnej sekvencii denaturovaného templdtu DNA (ku 3’koncu).
Prebieha pri teplote 50-60 °C.

3. Elongacia (extenzia) je syntéza novych vlakien, pocas ktorej DNA
polymeraza priklad4 k 3"OH koncu primera nukleotidy podl'a komplementarne;j
sekvencie templatu (prebieha pri teplote 72 °C, ¢o je optimum pre Taq
polymerazu. Je to DNA polymeraza izolovana z baktérie Thermus aquaticus,
ktoré Zije v hortcich pramenoch). Tym dochadza k predlzovaniu vlakien DNA
v smere od 5'konca k 3 'koncu.

Po dokonceni syntézy oboch vlakien sa skimavka s PCR znovu zahreje na 95 °C,
aby mohla prebehnut’ opédt’ denaturdcia novovzniknutych DNA vldkien (amplikonov),
ktoré sluzia v d’alSom cykle ako matrica pre vznik novych kopii. Cykly sa opakuji 25 az
35-krat v programovatel'nom pristroji — termocykler. Amplifikovand DNA sa dokazuje
napr. elektroforeticky, fluorescencne...
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Obr. 67 Schéma reakcie PCR (upravené podla:
https://www.neb.com/~/media/NebUs/Page%20Images/Applications/DNA%20Amplification%20and%20PC

R/pcr.jpg)
Zakladnymi potrebami Standardnej PCR su (obrazok 68):

- templatovd DNA — vzorka DNA, ktora obsahuje skimany usek

- dNTP (dATP, dCTP, dGTP,dTTP) — zmes vSetkych 4 deoxynukleotidtrifosfatov
- primery — syntetické oligonukleotidy potrebné pre hybridizaciu

- reak¢ny pufer

- DNA polymeraza — Taq polymeraza

Templatova DNA

. —)
Primery
Reakcny pufer

DNA polymeraza

Obr. 68 Zakladné stcasti Standardnej PCR (vlastné spracovanie)

Vyuzitie: PCR sa uplatiiuje v diagnostike mnohych ochoreni alebo predispozicii k
nim, pri zistovani etiologickych agensov infekénych chordb, pri zistovani mutacii DNA
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a v mnohych d’alsich oblastiach. Pouziva sa aj v situdcidch, kedy sa infekény povodca
kultivuje pomaly, identifikuje sa obtiazne alebo sa zatial’ neda kultivovat. PCR je mozné
vyuzit pri identifikovani M. tuberculosis, Chlamydia trachomatis, N.gonorrhoeae, B.
burgdorferi, Legionella.spp., Mycoplasma pneumoniae, Bartonella henselae a d’alsich.

Otazky k samohodnoteniu

1.

Co je imunofluorescencia? Na dokaz Goho sa vyuziva priama imunofluorescencia?
Nepriama imunofluorescencia sa vyuziva castejSie na dokaz antigénov alebo
protilatok? Ako sa prejavi pozitivna reakcia pri imunofluorescenénom dokaze?

Co umoziujii imunoanalytické metédy a kde sa vyuzivaju? Co je spoloénym
znakom imunoanalytickych metod a ako sa rozdel'uju?

Aka reakcia sa vyuziva pri enzymovej imunoanalyze vo faze vizualizicie? Co je
principom ELISA testu? Preco je dolezité premyvanie medzi jednotlivymi krokmi
ELISA? Ktora zlozka reakcie musi byt naviazand na stene mikrotitraénej dosticky
pri ELISE ak sa ide pouzit’ na dokaz protilatok a ktora pri dokaze antigénov?

Co st imunoblotovacie techniky? Vysvetlite princip Western blotu a imunodotu.
Kedy apreco sa vyuzivaji blotovacie techniky? Vysvetlite ¢o znamena
konfirmacéné testy?

Co je to ELISPOT? Na vysetrenie ktorej zlozky imunity sa vyuziva? Co sa meria
ELISPOTom? Uved'te priklady, kde moZno tuto metodu vyuzit.

Co je polymerazova retazova reakcia? Aky je princip PCR? Z ktorych krokov sa
sklada jeden cyklus PCR? V diagnostike ktorych ochoreni sa PCR vyuziva?
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5 METODY POUZIiVANE NA VYSETRENIE
ZLOZIEK BUNKOVEJ IMUNITY

5.1 DOKAZ SPECIFICKE] BUNKOVE]J IMUNITY, METODY POUZiVANE
IN VIVO A IN VITRO PRI DIAGNOSTIKE TUBERKULOZY

Tuberkuléza je chronicky prebiehajica infekéna choroba, ktord je vyvolana
predovsetkym (az v 95 % pripadov) acidorezistentnymi baktériami Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis). Ciel'ovym organom st hlavne pl'uca (pl'uicna tuberkuloza),
ale mézu sposobit’ chorobny proces aj v mimoplucnej lokalizacii (mimoplucna —
extrapulmonalna tuberkul6za).

Latentna (subklinickd) tuberkulozna infekcia znamend usidlenie tuberkul6znych
mykobaktérii v organizme, ktoré vSak nevyvolavaju klinicky manifestnl infekciu. Len
okolo 10 -15 % latentne infikovanych os6b skuto¢ne ochorie na aktivnu tuberkuldzu.
Vznik aktivnej formy tuberkuldzy z latentnej formy moze trvat’ niekol’ko desiatok rokov
za podmienok, kedy dojde zréznych dovodov K oslabeniu funkcie obrannych
mechanizmov.

Latentna tuberkulézna infekcia predstavuje v krajinach s nizkou incidenciou
tuberkulézy rezervoar vzniku novych tuberkuléznych infekcii. Postihuje priblizne 1/3
I'udstva a je d’al§im zdrojom tuberkul6znej infekcie hlavne pri oslabeni obrannych funkcii
organizmu — imunosupresii. Identifikaciou a preventivnou lieCbou sa mdze znizit' pocet
ochoreni na tuberkul6ozu a tak zabranit’ d’alSiemu Sireniu tuberkulézy v populécii.

Na identifikaciu latentnych foriem tuberkulézy bol medzinarodne prijaty postup,
kedy sa v krajinach s povinnou BCG vakcinaciou populacie vykonava okrem Standardnych
diagnostickych postupov aj vysetrenie imunologické.

Medzi §tandardné diagnostické postupy st zaradené:

- klinické vySetrenie

- rtg vySetrenie

- bakteriologické vySetrenie
- koZzny tuberkulinovy test

Imunologické vySetrenie — IGRA testy (Interferon Gamma Release Assay) sa
vykondvaju u kontaktov (hlavne zdravotnickych pracovnikov vystavenych otvorenym
formam tuberkuldzy), u pacientov pred zacatim biologickej lie€by preparatmi antiTNFa,
dalej pri vySetreni rizikovych skupin (utecenci, vojaci posobiaci na misiach v krajinadch
s vysokou prevalenciou tuberkul6zy, vizni).
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5.1.1 KoZny tuberkulinovy test

Tuberkulinovy test (Mantoux II) je celosvetovo akceptovany spdsob
diagnostikovania latentnej formy tuberkuldznej infekcie.

Princip: lde o precitlivenost’ tuberkulinového typu, ktora patri k IV. typu
hypersenzitivity (oneskorena, sprostredkovana bunkami). Robert Koch popisal tuto
formu precitlivenosti u chorych na tuberkulézu. Po subkutannej injekcii tuberkulinu mali
pacienti celkovy pocit choroby so zvysenou teplotou a na mieste injekcie vznikol edém
a zatvrdnutie koze. Prave tato kozna reakcia sa dnes vyuziva v tuberkulinovom koznom
teste. T-lymfocyty po kontakte s antigénom mikroorganizmu (prezentovanym antigén
prezentujicimi bunkami) uvolfiuju do prostredia pocetné cytokiny typu Thl (hlavne
interferon gama — IFNy, interleukin 2), ktoré vyvolavaji zmeny typické pre tieto reakcie.
Pritahuju makrofagy do miesta aplikacie tuberkulinu, kde dochadza k nahromadeniu
makrofagov a ich aktivacii. Zatvrdnutie, edém a erytém maji najvacsiu intenzitu za 48-72
hodin, preto ,,oneskoreny* typ hypersenzitivity (obrazok 69).

IV.typ bunkami sprostredkovana hypersenzitivita ]
intradermalna aplikacia i
1-\ cD4' IUbErhulmu
r,u . ®
!
Sensitized T coll :
IL-2 IFN-gama, ca ’
IL-1, TNF-alfa, Akuvacia ‘
chemokiny
{ Aktivacia
\ makrofagov
"Kozna reakcia -W :
na tuberkulin
N
Induricia —— |
'[ = |

ELSEVIER, IN( ELSEVIERIMAGES.COM

Obr. 69 Princip tuberkulinovej reakcie (upravené podra: elsevierimages.com)

Postup: Pri koznom tuberkulinovom teste sa aplikuje injekéne 0,1 ml (5
tuberkulinovych jednotiek) purifikovaného proteinového derivatu — PPD do hornej vrstvy
pokozky predlaktia bez abnormalit. Aplikuje sa prisne intradermalne. Spravna aplikdcia
vedie Kk diskrétnemu bledému vyvySeniu koze v mieste aplikacie 6-10 mm v priemere,
ktory sa rychlo vstrebava.
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Odgcitanie: Kozny test sa od¢ita za 48-72 hodin od aplikacie tuberkulinu. Reakcia
na tuberkulin je pritomnost hmatnej, vyvySenej svrdnutej plochy v okoli miesta vpichu,
tzv. induracia. Hodnoti sa pritomnost’ a priemer induracie. Priemer sa meria priecne k dlhej
osi predlaktia (obrazok 70, 71). Zacervenanie, pripadne podliatina sa nemeraji. Miesto
aplikdcie moéze svrbiet, moézu vzniknat' aj pluzgieriky naplnené tekutinou alebo iné
naruSenie celistvosti koze v mieste vpichu. Po viac ako 72 hodinach je vysledok uz
skresleny.

30 40
Tt

[ comrecT | INCORRECT |

Obr. 70 Odcitanie kozného testu (vlavo spravne, vpravo nespravne meranie)
(http://www.jfmed.uniba.sk)

'ﬁ.Eaisix.-nlln'nnll’lllll

|

6 1.9%

Obr. 71 Postup pri od¢itani kozného testu (meranie priemeru induracie kolmo k dlhej osi
predlaktia) (http://images.slideplayer.cz/10/2641126/slides/slide_23.jpg)

Interpretdacia tuberkulinového testu

Interpretacia tuberkulinového testu je komplikovana postvakcina¢nou imunitou (po
BCG vakcine). Specificita a senzitivita vySetrenia je vzhladom k postvakcinaénej imunite
nizka. Specificita (pravdepodobnost’, Ze test bude negativny u 0séb bez choroby) je u BCG
vakcinovanej populacie 46-73 %. Senzitivita (pravdepodobnost, Ze test bude pozitivny
u chorych) u BCG vakcinovanej populacie je 77 % (Pai a spol., 2010).

Falo$ne pozitivne vysledky tuberkulinového testu mozu vzniknut' nielen po BCG
vakcinacii, ale aj pri infekciach atypickymi baktériami, pri aplikécii tuberkulinu do miesta
patologicky zmenenej koZze, atd’.

Falo$ne negativny vysledok tuberkulinového testu moze vzniknut’ po prekonanej
virusovej infekcii, oc€kovani Zivou virusovou vakcinou, po imunosupresivnej/
kortikosteroidnej liecbe, u pacientov s HIV, atd’.

Priemer induricie je interpretovany ako pozitivny v zavislosti od urcitych okolnosti:
- Zdravy imunitny systém — 15 a viac mm
- Oslabeny imunitny systém — 5 a viac mm
- Zdravotnicki pracovnici, kontakty s aktivnou tuberkul6zou, bezdomovci, vézni,
utecenci, - 10 a viac mm
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5.1.2 IGRA testy (Interfer6n Gamma Release Assay)

St imunologické testy in vitro medzinarodne schvalené na detekciu latentnej
tuberkuloznej infekcie. Pouziva sa QuantiFERON — TB Gold test alebo T-SPOT.TB test.
Tieto testy pomahaju detegovat’ infekciu M. tuberculosis.

Princip: Zalozené st na kvantifikacii interferonu gama (INF-y) uvolneného zo
senzibilizovanych T-lymfocytov v plazme ako reakcia na antigény M. tuberculosis
pomocou ELISA testu (4.2.1) alebo ELISPOTu (kapitola 4.4). Majui menej falo$ne
pozitivnych vysledkov ako kozny tuberkulinovy test.

Indikacie: IGRA testy su indikované podl'a metodického odporacania hlavného
odbornika MZ SR pre odbor pneumolégia a ftizeologia:

- U vSetkych pacientov pred zacatim biologickej lie€by preparatmi antiTNFa: kazdy
pacient pred zacatim takejto liecby musi byt vySetreny pneumoldégom
a dispenzarizovany za ucelom vylucenia latentnej alebo aktivnej tuberkulozne;j
infekcie. lde o preparaty pouzivané pri lieCbe reumatoidnej artritidy, juvenilnej
chronickej artritidy, ankylozujacej spondylitidy, psoridzy, psoriatickej artritidy,
ulceréznej kolitidy a Crohnovej choroby. TNFoa pIni klPucova lohu
V obranyschopnosti proti mykobakteridlnym infekcidm a pri oslabeni jeho aktivity
hrozi riziko reaktivacie tuberkuldzy alebo infekénych ochoreni vyvoldvajicich
granulomatdzne reakcie.

- U zdravotnickych pracovnikov, ktori su v kontakte s otvorenymi formami
tuberkul6zy

- U vojakov prichaddzajicich z misii z krajin s vysokou prevalenciou tuberkulozy

- U rizikovych skupin pri podozreni na vyskyt tuberkuldzy (Zijucich v oblastiach
s vysokou prevalenciou tuberkulozy)

-V ramci diferencialnej diagnostiky pri pl'icnej a mimoplicnej tuberkuldze

- Opakovane raz za rok u pacientov lie¢enych preparatmi antiTNFa,

- U kontaktov, osob, ktoré boli v styku s pacientom s aktivnou formou tuberkulozy.

QuantiFERON - TB Gold test

Je to imunologicky diagnosticky laboratorny test, ktory napomaha detegovat
infekciu M. tuberculosis.

Postup: Test zahffia odber krvi venepunkciou do 3 Specidlnych skiimaviek
s farebne oznacenymi vrchnakmi (sivy — Nill Control, ¢erveny — TB antigén, modrofialovy
— Mitogen Control) v mnozstve 1 ml krvi do kazdej skimavky — po Ciernu rysku na
skimavke, nasledné dokladné premieSanie. V laboratoriu nasleduje inkubacia
heparinizovanej krvi 16-24 hodin s antigénmi, ktoré sa vyskytujii iba v M. tuberculosis
(ESAT-6, CFP-10, TB7.7) a nie st pritomné v Ziadnom z kmeniov pouzivanych pri BCG
vakcinacii. Prave chybanie tychto antigénov v BCG vakcine sa vyuziva v diagnostike
aktivnej aj latentnej tuberkuldznej infekcie v populdcii ockovanej BCG vakcinou.
Specificita testu je odhadovana na 98 %, senzitivita testu na 89 %. Po inkubacii nasleduje
stanovenie INF-y v plazme pomocou ELISA testu. Vyhody QuantiFERON — TB Gold
testu spocivaju v tom, Ze vysledok nie je ovplyvneny predchadzajucou BCG vakcinaciou,
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nevznikéd subjektivna chyba pri od¢itani vysledku a staci jedna navsteva u lekéra, netreba
sa dostavit’ na od¢itanie testu v presnom termine.

Vysledok: Pozitivny vysledok vySetrenia IGRA testom podporuje diagnozu
infekcie M. tuberculosis. Je nutné korelovat' s klinickymi nalezmi a anamnestickymi
udajmi a usilovat’ sa 0 bakteriologické potvrdenie Standardnymi metédami (mikroskopia,
klasické a metabolické kultivacné metddy a génové metddy).

Negativny vysledok vySetrenia znamena, ze aktivna infekcia M. tuberculosis je
nepravdepodobnd, ale nemozno ju s ur¢itost'ou vylacit. Doporucuje sa klinické sledovanie
S eventualnym vykonanim $tandardnych bakteriologickych vySetreni a v ¢asovom odstupe
je mozné IGRA test opakovat’.

Obidva typy testov vykonavanych in vivo (kozny test) aj in vitro (IGRA testy) st
schematicky znazornené na obrazku 72.

meranie priemeru
indurécie

Kozny test
m
mykobakteridlne TNF-o Wlb& etc
antigény ﬁ oc
o
) 2

a5 Pamatova
Antigén  Tpynka

prezentujuca TNFo. %ﬂf) IL-8, etc
bunka a_g
IGRA test

meranie mnoistva uvolneného
interferénu gama

Obr. 72 Testy in vivo a in vitro na detekciu aktivnej alebo latentnej tuberkuloznej infekcie
(upravené podla: http://www.thelancet.com/cms/attachment/2002735434/2009762277/gr1.jpg)

Otazky k samohodnoteniu

1. Co je schvalené na identifikaciu latentnych foriem tuberkuldznej infekcie? Ktoré
metody slizia na dokaz Specifickej bunkovej imunity in vivo a ktoré in vitro?

2. Co je principom kozného tuberkulinového testu? Aky typ hypersenzitivnej reakcie
je zodpovedny za precitlivenost tuberkulinového typu? Ktoré cytokiny sa uvoltujh
z T-lymfocytov po kontakte s tuberkulinom? Co je tuberkulin?

3. V akom c¢asovom intervale sa odcitava test a co sa meria? Ako sa interpretuje
vysledok odcitania tuberkulinového testu? Kedy sa vyuZiva tento test? Kedy moze
byt’ falo$ne pozitivny a falo$ne negativny?

4. Co st to IGRA testy? Na akom principe su testy IGRA zalozené? Akou metddou sa
meria mnoZzstvo uvolneného interferonu INF-y? U koho sa vykonavaju? Aké st
vyhody IGRA testov u  populacie zaockovanej BCG  vakcinou?

88



6 IMUNODEFICITNE STAVY

Imunodeficiencia je imunitna nedostato¢nost’, porucha imunitného systému
prejavujuca sa zniZenou odolnost’ou. Je to stav organizmu, pri ktorom je niektord zlozka
(jedna alebo viaceré zlozky) imunitného systému porusena, ato Vzmysle chybania,
znizenia alebo alteracie. Podozrenie na imunodeficitny stav vznika zvyc€ajne pri zvysSenej
nachylnosti na infekcie, pomerne charakteristické su recidivujuce infekcie.

Imunodeficiencie moézu byt dedicné (primarne, vrodené, genetické poruchy) alebo ziskané
(sekundarne). Vrodené imunodeficitné stavy st sposobené poruchami génov, ktoré koduja
niektoré sucasti dolezité pre funkcie imunitného systému.

% Primarne imunodeficiencie — ich zavazné formy su zriedkavejSie ako sekundarne
imunodeficiencie.

% Sekundirne imunodeficiencie su ziskané pocas zivota, vyskytuju sa CastejSie,
mozno sa s nimi stretnit’ v mnohych medicinskych odboroch. Pri¢iny ich vzniku st
roznorodé (napr. imunoterapia, iatrogénne navodenie, po ochoreni, v suvislosti
S vekom, malignity atd’.).

Imunodeficitné stavy moézu byt navodené umelo alebo spontanne, mézu sa tykat
ktorejkol'vek funkcie alebo zlozky imunitného systému — rozpozndvacej, regulacnej,
obrannej funkcie, bunkovej alebo humoralnej imunity, Specifickej alebo neSpecificke;j
imunity.

Mézu byt parcialne alebo celkové, mdZzu zvySovat alebo znizovat prejavy
imunitnych mechanizmov.

6.1 PRIMARNE IMUNODEFICITY

Su to vrodené poruchy sposobené muticiami génov pre jednotlivé zlozky
imunitného systému, zvyCajne si zdvazné, ale zriedkavejSie. MoZu sa prejavovat’ Sirokou
Skalou klinickych priznakov od l'ahSich az po vel'mi zavazné prejavy tazkych infekcii
veducich k smrti postihnutého jedinca v utlom veku (tazké kombinované imunodeficity).
Obvykle sa zisti pozitivna rodinnad anamnéza.

6.1.1 Klinicka manifestacia

Klinicka manifestacia je roznorodd: moZe sa pozorovat’ neprospievanie, chronicka
hnacka, atypické kozné vyrazky, oportinne infekcie. M6Zu byt pritomné opakované kozné
¢i organové abscesy, opakované infekcie urcitou skupinou mikroorganizmov, opakované
tazké infekcie so zlou odpoved’ou na pouziti liecbu. NajcastejSie sa vyskytuji primarne
imunodeficity protilaitkové (okolo 70 %), nasleduji bunkové a kombinované (20 %),
fagocytarne (9 %) a komplementové (1 %). V tabulke 4 je zhrnuté zakladné rozdelenie
primarnych imunodeficitov.
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Tab. 4 Primarne imunodeficity a ich charakteristika (vlastné spracovanie)

protilatkové

bunkové
a kombinované

fagocytarne

komplementové

vyskyt v ramci
imunodeficitov

70 %

20 %

9 %

po narodent,

1%

priznaky od 6. mesiaca az do po narodeni az do d . v detstve aj v
zacinaju dospelosti cca 2. roku vaetstvea) v dospelosti
' dospelosti
neprospievanie, .,
, infekcie dychacich infekcie dychacich Omfahtld_y, pyogénne infekcie,
priznaky . . o . . pyodermie, .
ciest, otitidy, artritidy ciest, hnacky, i o edémy
B adenitidy, otitidy
dermatitidy
svodcovia opuzdrené neﬁlrill(l)scyvst stafylokoky,
povodcovi mikroorganizmy, P sy, plesne, neisserie
ochoreni , plesne, L.
echovirusy L enterobaktérie
mykobaktérie
echovirusové infekcie, nadory,
komplikacie nadory, autoimunitné autoimunitné infekcie, rozne rozne
choroby choroby
preZivanie dospelost’ _ranné detstvo rozne rozne
- Selektivna IgA - Tazky - Chronicka - Hereditarny
deficiencia(slgAD) kombinovany granulomatozna angioedém (HAE)
- X-viazana imunodeficit choroba (CGD)
priklady agamaglobulinémia (SCID) - Deficit
imunodeficitov | (XLA) leukocytarnych
- Bezna variabilna integrinov (LAD)

imunodeficiencia
(CVID)

Varovné priznaky, ktoré sved¢ia na mozna primarnu imunodeficienciu, su uvedené
v tabul’ke 5 (Cizndr, 2006).

Tab. 5 Varovné priznaky na vyhl'adavanie rizikovych pacientov s imunodeficitmi

1 Diet’a s 8 a viac otitidami vpriebehu roka, alebo dospely s opakovanymi uSnymi
" | komplikaciami

2. | 5 aviac potvrdenych infekcii prinosovych dutin rocne

3 2 pneumonie v priebehu roka alebo 1 pneumonia ro¢ne v dvoch po sebe
" | nasledujucich rokoch

4. | 2 aviac infekénych bronchitid ro¢ne

5. | 2 aviac hlbokych tkanivovych infekcii alebo koZznych abscesov

6. | Potreba dlhodobejSej alebo intravendznej liecba antibiotikami

7. | Sepsa alebo meningitida

8 Atypické infekcie (napr. kvasinkova infekcia v ustach alebo na kozi po prvom roku
" | Zivota)

9 Pretrvavajica hnacka, malabsorbcia, v pripade deti nepriberanie na hmotnosti alebo
" | zaostavanie v raste

10. | Pritomnost’ chronickych infekcii

11. | Primarna imunodeficiencia v rodine
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6.1.2 Liecba pri primarnych imunodeficitoch

Liecba pri vrodenych imunodeficitoch je rézna a zavisi od druhu a zavaZnosti

imunodeficitu.

Pri  protilaitkovych  imunodeficitoch sa  aplikuje  substituéna liecba
gamaglobulinmi a podporna liecba antibiotikami.

Pri tazkych akombinovanych imunodeficitoch, zavaznych formach defektov
fagocytozy sa vykondva transplanticia kmeniovych hematopoetickych buniek.
Uspesnost’ zavisi od vhodnosti darcu a od v&asnosti stanovenia diagnozy.

V pripade, Ze sa nemdze z nejakych dévodov uskutocnit’ transplantacia, vyuziva sa
lieclba symptomaticka — aplikdcia imunoglobulinov intraven6zne, antibiotika
Sirokospektralne, antimykotika, virostatika.

6.2 SEKUNDARNE IMUNODEFICITY

Su to poruchy imunity sprevadzajuce zakladné ochorenie pacienta, lie¢bu,

malnutriciu, infekcie, stres atd’. V porovnani s primarnymi imunodeficitmi sa vyskytuja
CastejSie. So ziskanymi imunodeficitmi je mozné stretnit’ sa v mnohych medicinskych
odboroch.

6.2.1 Priciny sekundarnych imunodeficitov

Sekundarne imunodeficity mézu byt vyvolané mnohymi faktormi:

poruchami metabolizmu (urémie, diabetes, hypotyredza, dlhodobé redukcné diéty,
malnutricie),

iatrogénnymi vplyvmi (cytostatika, imunosupresivna lie¢ba, oZarovanie),
nadorovymi ochoreniami,

virusovymi chorobami (AIDS, osypky, cytomegalovirusova infekcia, infek¢na
mononukledza),

chronickymi infekciami,

pri pecenovom zlyhévani, cirhdze pecene

alkoholizme,

po splenektomii,

chronickym stresom,

tazkymi urazmi,

rozsiahlymi popaleninami,

operaciami,

celkovou anestézou,

Vv suvislosti s vekom (nedonosené deti, staré osoby).

Docasné imunodeficity boli zaznamenané po prekonani infekcie niektorymi
herpetickymi virusmi a tiez po infekcii virusom osypok (morbil).
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Pri¢iny sa moézu vzajomne kombinovat’ (pacient s malignitou, pouzita lieCba
a sekunddrna podvyziva). V celosvetovom meradle vSak dominuje ako pricina
sekundiarnych imunodeficitnych stavov infekcia HIV a malnutricie (podvyZiva).
Podobne ako pri primarnych imunodeficitoch podl'a prevazujiucej poskodenej zlozky mézu
byt sekundarne imunodeficity protilatkové, bunkové, fagocytarne a komplementové alebo
ich kombinacie.

6.2.2 Liecba pri sekundarnych imunodeficitoch

Lie¢ba sekundarnych imunodeficitov spoc¢iva v identifikovani a terapii zakladnej
pri¢iny sekundarnych imunodeficitov (alebo jej zmierneni), v rdmci podpornej lieCby je
vhodna terapia preparatmi, ktoré individualne moduluji funkcie imunitného systému.

6.3 DIAGNOSTIKA IMUNODEFICIENCII

6.3.1 Anamnéza

Zakladom diagnostiky imunodeficitnych stavov je anamnéza. V ramci rodinnej
anamnézy sa patra po vyskyte opakovanych infekcii alebo imrti v rodine, a to aj d’alej do
minulosti (v predchadzajucich generaciach). Patra sa dokladne hlavne u predkov
z matkinej strany, pretoze mnohé primarne imunodeficity si viazané na X chromozom.
V ramci osobnej anamnézy sa patra aky bol priebeh tehotenstva a porodu,
psychomotoricky a fyzicky vyvoj v prvom roku Zivota, vyskyt infekcii, ich zavaznost
a opakovanie, aké boli reakcie po ockovani. Pri podozreni na sekundarny imunodeficit
najmi u dospelych sa hl'add zakladna pricina, ktora mohla viest’ k jeho vzniku. Ciel'om je
teda identifikovat’ jednak zakladné ochorenie, ale aj na to nasadajuci imunodeficit.

6.3.2 Klinicky obraz

Dalsim krokom je klinicky obraz, ktory sice moZze byt roznorody, ale dominuji
v iom opakované infekcie. Pri podozreni na primarne imunodeficity ide najcastejSie
0 infekcie dychacich ciest.

O Pri deficite protilatkového typu su to prevazne opakované respiracné infekcie,
ktoré sa za¢nl ndhle objavovat’ po Siestom mesiaci veku dietat’a, pretoZe sa vytrati
ochranny efekt materskych protilatok prenesenych transplacentarne. NajcastejSimi
povodcami byvaju extracelularne baktérie (Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae a pod.) a virusy.

O Pri deficite bunkového typu su to opakované respiracné infekcie, pri tych
najtazsich stavoch, kedy je kombinovany imunodeficit byvaji infekcie velmi
zavazné a vznikaji uz v rannom detstve. POvodcami st najcastejSie intracelularne
baktérie, rozne atypické kmene mikroorganizmov, virusové a mykotické infekcie.

o Pri fagocytarnom deficite su to infekcie vyvolané pyogénnymi baktériami,
najcastejsie stafylokokmi.

o Pri deficite v oblasti komplementu st to infekcie vyvolané najméa neisseriami.

Podl'a povahy imunodeficitu méze dojst aj k vzniku komplexného klinického
obrazu typického pre dant poruchu imunitného systému (napr. Brutonova
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agamaglobulinémia, DiGeorgov syndrém, hereditarny angioedém atd’). Pri sekundarnych
imunodeficitoch je spektrum klinickych priznakov vel'mi r6znorodé a typicky obraz (ako
byva uprimarnych imunodeficitov) sa tu nevyskytuje, hoci sa moézu delit podla
prevazujucej poskodenej zlozky (obdobne ako primarne).

6.3.3 Spektrum imunologickych vySetreni v pripade diagnostiky imunodeficiencii.

Zakladom je vysetrit’ imunoglobuliny a Specifické protilatky. Orientacne sa moze
pouzit’ elektroforéza séra, kde sa zachyti oblast’ gamaglobulinov, Vv ktorej sa pohybuju
imunoglobuliny (pozri obrazok 50).

Na vySetrenie sérovych ukazovatelov sa pouZiva Cerstvo odobrata krv. Odobera
sa do Cistej suchej skumavky, bez protizraZzanlivého prostriedku. Po viditenom oddeleni
krvného kolaCa sa skimavka scentrifuguje a sérum odsaje. Sérum treba spracovat’ ihned’,
aby nedoslo k zmene niektorych ukazovatel'ov ich degradaciou. Pokial’ sérum nie je mozné
ihned’ spracovat, je mozné ho odlozit' do mrazni¢ky na dlhsiu dobu pri teplote —20 °C.
Stanovuju sa hladiny imunoglobulinov a ich podtriedy a hladiny $pecifickych protilatok po
ockovani (na dokaz schopnosti odpovedat’ tvorbou protilatok po podani Specifickych
proteinovych alebo polysacharidovych antigénov).

Na analyzu bunkovej imunity je potrebna nezrazena krv, zraZaniu sa zabrani
pridanim protizrazanlivého prostriedku. Takto pripravena krv sa pouziva na dalSie
spracovanie, moézu sa pouzit rozlicné separacné metody. Izolovat sa modzu
polymorfonuklearne leukocyty, lymfocyty, moézu sa stanovit ich pocty a ur€it
subpopulacie T a B-lymfocytov. Algoritmus laboratornej diagnostiky imunodeficiencie je
znazorneny na obrazku 73.

Graf 2. Algoritmus laboratdrnej diagnostiky imunodeficiencie.
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Obr. 73 Algoritmus laboratornej diagnostiky imunodeficiencie (Ciznar, 2006)
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6.3.4 Metddy pouzivané v laboratérnej diagnostike imunodeficitnych stavov

Vysetrenie humordlnej imunity

stanovenie hladin imunoglobulinov IgG, IgM, IgA - turbidimetria, radialna
imunodifuzia (RID)

IgE — ELISA

Stanovenie podtried imunoglobulinov — ELISA

Hladiny S$pecifickych protilatok po o¢kovani — ELISA

Stanovenie kryoglobulinov

Doékaz imunokomplexov — turbidimetria

Dokaz proteinov akltnej fadzy zapalu a slizniénych a sérovych proteinov (CRP,
alfalantitrypsin, makroglobulin, transferin, ceruloplasmin, orosomukoid, lyzozym)
— RID, turbidimetria

Dokaz autoprotilatok — imunofluorescencia

Dokaz funkcie a hladin komplementovej kaskady — turbidimetria, RID, CH50,
stanovenie C3, C4 zlozky komplementu

Vysetrenie bunkovej imunity

Krvny obraz a diferencialny leukogram

Pocty T a B-lymfocytov — test aktivnych roziet, ELISPOT, hladiny lymfokinov
(spontanne a po stimulacii antigénom)

KozZné testy

Stanovenie subpopulacii T-lymfocytov — prietokova cytometria, ELISA

Stanovenie NK buniek

Stanovenie poctu afunkcie neutrofilov — fagocytéza, fagocytarna aktivita,
fagocytarny index, test nitrotetrazoliovou modrou

Typizéacia HLA antigénov — sérotypizacia, PCR

Okrem skriningovych testov sa vykonava v Specializovanych laboratornych

pracoviskach exaktna diagnostika imunodeficitnych stavov. Podrobna diferencialna
diagnostika patri do rik klinického imunologa.

Véasné rozpoznanie diagnézy je vel’mi dolezité z hl’adiska progndzy pacienta.

Oneskorenie diagnézy vedie k zlej kvalite Zivota pacienta, najmd z dovodu castej
chorobnosti, vedie k ireverzibilnému tkanivovému poskodeniu a K zvySeniu nakladov na
dlhodobu liecbu.

Otazky k samohodnoteniu

1.

94

Co je imunodeficiencia? Co je pri¢inou primarnych imunodeficitov? Co je pri¢inou
sekundarnych imunodeficitov? Co dominuje ako najéastejiia pri¢ina sekundarnych
imunodeficitov?

Aké skupiny primarnych imunodeficitov sa mézu vyskytovat’ a ktoré z nich byvaja
najcastejSie? Aké s varovné priznaky na vyhl'adavanie rizikovych pacientov?

Aké postupy sa pouzivaju na diagnostiku imunodeficitnych stavov? Co dominuje
V klinickom obraze pri deficitoch jednotlivych typov imunodeficitov?



7 AUTOIMUNITNE OCHORENIA A ICH
DIAGNOSTIKA

7.1 AUTOIMUNITA

Autoimunita mo6ze byt definovana ako porusenie mechanizmov zodpovednych za
toleranciu voci vlastnym antigénom a navodenie imunitnej odpovede proti zloZkam
vlastného tela. Tato imunitnd odpoved’ nemusi byt Skodlivd vo vSetkych pripadoch, ale
v mnohych pripadoch autoimunitnych ochoreni je zjavné, Ze produkty imunitné¢ho systému
poskodzuju vlastny organizmus. Ako vykonné nastroje pri vzniku autoimunitnych ochoreni
moézu posobit’ aj protilatky aj T-lymfocyty. Incidencia autoimunitnych ochoreni sa
pohybuje na trovni 5 — 7 % populacie.

7.2 AUTOPROTILATKY

Autoprotilatky s imunoglobuliny, ktoré si namierené proti vlastnym
antigénom organizmu (napr. proteinom, fosfolipidom, nukleovym kyselindm atd’.)
a nachadzajt sa v sére a d’alSich telesnych tekutinach.

Pre normélnu funkciu l'udského organizmu je autoreaktivita do urcitej miery
potrebna. Autoreaktivne procesy teda prebiehaju aj v organizme zdravého Cloveka. Tieto
autoprotilatky sa oznacuji ako prirodzené (fyziologické) autoprotilatky, maju nizku
afinitu a zvyc€ajne st izotypu IgM. Ked'Ze ich koncentracia v sére byva vel'mi nizka, bezne
dostupnymi laboratérnymi metdédami sa ich pritomnost’ ¢asto nezachyti. Ich vyskyt stupa
s vekom, vo vy$Som veku je ich nalez autoprotilatok bezny, ale ich tlloha v autoimunitnom
ochoreni je nepodstatna. Na druhej strane, u deti je potrebné venovat’ zvySeni pozornost’
nalezu autoprotilatok.

Ale tiez plati, ze autoimunitné ochorenie vznika vtedy, ak mnoZstvo
autoimunitnych procesov presahuje regula¢né (adaptacné a homeostatické) schopnosti
organizmu a vedie Kk poskodeniu. Z tohto dovodu len samotny nalez autoprotilatok nie je
dokazom autoimunitného ochorenia (existuju zdravé osoby s ndlezom autoprotilatok),
potrebna je klinicka manifestacia a autoprotilatky mozu byt’ pritomné v organizme aj dlho
pred zacatim ochorenia.

Autoprotilatky pri autoimunitnom ochoreni st pritomné zvy¢ajne vo vysokych
koncentraciach a prevazuju izotypy IgG a IgA s vysokou afinitou. Ak sa vSak nenéjde
aj klinickd symptomatoldgia, nemdZe sa tento nalez povaZovat’ za autoimunitné ochorenie.
Jedincov s nalezom autoprotilatok je vsak potrebné sledovat’ a v¢as odhalit’ varovné
klinické priznaky, aby sa predi§lo vzniku ireverzibilného poskodenia.

Predpoklada sa, ze autoprotilatky nie st bezprostrednou pri¢inou autoimunitného
ochorenia, ale st skor markerom autoimunitného ochorenia. Ich nalez méze predchadzat
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klinickému prejavu autoimunitnej choroby, méze byt jeho stcastou, autoprotiladky mézu
pretrvavat’ po ochoreni, ale moézu byt v organizme aj bez ochorenia.

7.3 DELENIE AUTOIMUNITNYCH OCHORENI

Autoimunitné choroby sa delia podl’a organov a tkaniv, ktoré postihuju na:
- Organovo Specifické — imunitnd odpoved’ je namierena proti antigénom, ktoré
stvisia s ur€itym cielovym organom, patologicky proces postihuje urcity organ
- Organovo neSpecifické (systémové) — imunitnd odpoved’ je namierena proti
antigénom, ktoré nesuvisia s cielovym organom, postihnuté byvaji viaceré organy
a tkaniva

V etiologii autoimunitnych ochoreni sa uplatiiuje viaceré faktory.
Environmentalne faktory prostredia moézu vyvolat’ autoimunitné ochorenie u geneticky
predisponovanych jedincov za podmienok porusenych regulaénych mechanizmov imunity
(obrazok 74).

Klinicka manifestacia autoimunitnych ochoreni je ovplyvnend mnohymi faktormi
a je vel'mi rozmanita. Podl'a postihnutia organov alebo tkaniv autoimunitnym procesom sa
delia na systémové a organové autoimunitné ochorenia.

Geneticka determinacia

Autoimunitna
choroba

Regulacia imunitnych|

mechanizmoy

Environmentalne|
faktory

Obr. 74 Podmienky pre vznik autoimunitnej choroby (upravené podia Fathman, 2005)
7.4 SYSTEMOVE AUTOIMUNITNE OCHORENIA

Medzi systémové autoimunitné ochorenia sa zarad’uji nasledovné:

- Systémovy lupus erythematodes — multiorganové ochorenie s bolestivym
postihnutim kibov, koze, obliciek, CNS, sliznic ustnej dutiny, pleuritidou,
perikarditidou, neurologickym postihnutim atd’.

- Reumatoidna artritida — zapalové postihnutie kibov s bolestivostou a rannou
stuhnutostou kibov
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- Dermatopolymyozitida — ochorenie svalov akibov so svalovou slabostou,
ekzémami nad kibami, na tvari, edémami viedok s nadychom do fialova

- Sjogrenova choroba — postihuje zlazy s vonkajSou sekréciou, aj vnatorné organy,
objavuje sa syndrom suchych ust, suchych oci

- Systémova sklerodermia — progredujica fibroza koze a organov, zo zaliatku
blednutie prstov, ktoré sa opakuje

- Zmie$ana choroba spojiva — podobne ako systémova sklerodermia, ale miernejsi
priebeh

- Antifosfolipidovy syndrom — trombdzy ciev, predCasné porody alebo potraty,
infarkty myokardu alebo ndhle cievne mozgové prihody u mladych l'udi

- Primarna vaskulitida — nekrotizujice zapaly ciev v réznych organoch a tkanivach

- Sarkoid6za — granulomat6zny zapal najmé v pl'icach

Systémové autoimunitné ochorenia si vyzaduju komplexnu starostlivost’ o pacienta.

7.5 ORGANOVO SPECIFICKE AUTOIMUNITNE OCHORENIA

Medzi organovo Specifické autoimunitné ochorenia sa zarad’uju nasledovné:
- Autoimunitné endokrinopatie:
o Hashimotova tyreoiditida — deStrukcia Stitnej ZI'azy a hypofunkcia
o Graves-Basedowova choroba — stimulacia $titnej ZI'azy a hyperfunkcia
o Diabetes mellitus I. typu (juvenilny) — poskodenie beta buniek pankreasu,
ktoré produkuju inzulin, vznik v detstve a mladom dospelom veku
o Addisonova choroba — poskodenie kory nadobli¢iek a porucha produkcie
kortikosteroidov a mineralokortikoidov
o Autoimunitné poruchy reprodukcie asyndrom pred¢asného ovaridlneho
zlyhania — poruchy plodnosti
- Autoimunitné ochorenia hematopoetického systému
o Hemolyticka anémia — rozpad erytrocytov
o Trombocytopénia — rozpad trombocytov
o Neutropénia — rozpad leukocytov
- Autoimunitné ochorenia koZze
o Pemphigus — pluzgierovité ochorenie koze, protilatky proti bazalnej vrstve
pokozky
o Psoriaza (lupienka) — kozné ochorenie s typickym postihnutim kibov
- Autoimunitné ochorenia nervového systému
o Myashenia gravis — progresivna svalova slabost, protilatky proti
acetylcholinovému receptoru
o Sclerosis multiplex — porucha mozgového tkaniva s vaznymi dosledkami
na citlivost’ a motoriku réznych casti tela
o Periférna demyelizatnd neuropatia — porucha periférnych nervov,
protilatky proti obalom periférnych nervov
- Autoimunitné ochorenia obli¢iek
o Goodpastureov syndrom — glomerulonefritida, krvacanie z pl'ac, protilatky
proti bazalnej membrane glomerulov, alveolov, kolagénu IV. typu
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- Autoimunitné ochorenia traviaceho traktu
o Primérna biliarna cirh6za — zapal pecenovych zl¢ovodov, moze vyustit’ do
cirhdzy, zacina v strednom veku svrbenim tela, Gnavou a zvySené su
pecenové enzymy
o Autoimunitnd hepatitida — zapal pecene, ktory vyusti do cirhdzy, zacina
nespecificky (tnavou), zvysené pecenové testy
o Celiakia — dosledok precitlivelosti na obilny lepok (glutén), vznik
najcastejSie v detstve
o Crohnova choroba — spolu s ulcer6znou kolitidou patria k nespecifickym
¢revnym zapalom, ulceraciami v tenkom a hrubom ¢reve, vznika v destve
alebo mladych dospelych
o Ulcerozna kolitida — neSpecificky ¢revny =zapal hrubého creva s
ulceraciami
o Atrofickd gastritida a perniciozna anémia — postihnutie parietalnych
buniek Zaluadka, poruchy vstrebavania vitaminu B12, vznik pernici6znej
megaloblastovej anémie a nervovych porich
- Autoimunitné ochorenia oka
o Uveitida — zapal riasnatého telieska oka
Orgénovo Specifické autoimunitné ochorenia sa liecia Specialistami podla organov
a tkaniv, kde sa autoimunitny proces klinicky manifestuje. LieCba autoimunitnych ochoreni
je obvykle symptomaticka a zahfna protizapalové a imunosupresivne pripravky.

7.6 DIAGNOSTIKA AUTOIMUNITNYCH OCHORENI

Je zalozena na klinickej symptomatoldgii a dokaze autoprotildtok alebo T buniek
reagujucich s antigénmi posSkodenych tkaniv. Autoprotilaitky sa mézu dokazat
imunosérologickymi metédami. Na laboratorny dokaz autoprotilditok sa vyuziva
najcastejSie imunofluorescencia, ELISA, imunobloty a imunodoty, aglutinacia, precipitacia
a bioCipy. Dokazuje sa pritomnost’ protilatok (kvalitativne) a ich mnozZstvo (kvantitativne).

7.6.1 Nepriama imunofluorescencia

Zlatym Standardom pri vySetreni autoprotilatok je nepriama imunofluorescencia.
Sluzi na detekciu autoprotilitok reagujucich s antigénmi, ktoré su lokalizované
Vv tkanivach alebo st umiestnené vnutri bunky.

Princip: Pre detekciu autoprotilatok je potrebné mat’ substrat, na ktorom sa robi
vySetrenie. MoZe ist' o mikrotdmovy rez z prisluSného tkaniva, bunkova suspenziu alebo
tkanivova kultaru, na ktortl sa prida vzorka séra od vySetrovaného pacienta. AK sérum
obsahovalo Specifické autoprotilatky, naviazu sa na cielovu Struktiru substratu. V d’alSom
kroku sa pridd sekundarna (zvycajne zvieracia) fluorochromom znacena protilatka proti Fc
fragmentu l'udskej autoprotilatky. Medzi jednotlivymi krokmi sa preparat premyva, aby sa
odstranili nenaviazané protilaitky. Tento spdsob sa oznacuje ako nepriama
imunofluorescencia (kapitola 4.1.2) (obrazok 75).
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Obr. 75 Nepriama imunofluorescencia (FITC — fluorochrom fluoresceinizothiokyanat)
(upravené podra http://www.jfmed.uniba.sk)

Nepriama imunofluorescencia je metoda naro¢na na technické vybavenie
(zdkladom je fluorescencny mikroskop), profesné skusenosti 1 financné zabezpecenie. Vo
vacSine pripadov sa pouzivaju v laboratoridch na stanovenie autoprotilditok komercne
vyrabané rezy alebo preparaty. Ako substrat pouZivany na detekciu autoprotilatok sa
V sti€asnosti méZe pouzit Hep2 bunkové linie 'udského nazofaryngealneho karcinomu,
I'udské neutrofilné leukocyty, opicie a krysie oblicky, krysia pecen, krysi zaludok, opici
pazerak, opi¢i kostrovy sval a iné.

Kazda naviazana autoprotilitka vykazuje typicka fluorescenciu v zavislosti na
lokalizacii antigénu (obrazok 76). Jednotlivé typy autoprotilatok s spojené s réznymi
autoimunitnymi chorobami. Ur¢itd skupina autoprotilatok sa zvy¢ajne vyskytuje s vysokou
frekvenciou pri urcitej diagnoze, ale zarovenn moéze byt detegovatelna aj pri d’alSich
autoimunitnych ochoreniach (tu uz zvycajne s niz§im percentom vyskytu). Napr. nalez
antinuklearnych (ANA) autoprotilatok proti ds-DNA sa najCastejSie spaja s vyskytom SLE
(systétmovy lupus erythematodes), ale modze sa tiez spajat’ s vyskytom autoimunitnej
hepatitidy, tyreoiditidy, Sjogrenovho syndromu a d’alsich.
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Obr. 76 Rozne typy nepriamej imunofluorescencie
(http:/Avww.immunfluoreszenz.de/uploads/pics/IFT_global_EN.jpg)
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7.6.2 Dalsie metody v diagnostike autoimunitnych ochoreni

Nepriama imunofluorescencia na organovych a tkanivovych rezoch a cytologickych
preparatoch umoznuje urcit zdkladné spektrum autoprotilatok a urcit tak dalSie
smerovanie v diagnostickom procese.

Na urcenie Specificity autoprotilatok v pripade, Ze cielovy antigén je znamy, sa
pouziva ELISA, imunobloty (napr.westernblot), imunodoty, pripadne RIA (su vsak
situacie, kedy cielovy antigén doteraz nie je zndmy, a preto Specificitu zistenych
autoprotilatok u pacienta nemozno dostupnymi vySetreniami stanovit’).

ELISA, RIA

Princip tychto metod je popisany vyssie (kapitola 4.2.1 a 4.2.2). Slizia na presny
dokaz Specificity autoprotilatok, vyuzivaji konjugat — sekundarnu protilatku znacenu
enzymom alebo radionuklidom a umoznuju vizualizovat’ miesto reakcie 'udskej protilatky
s antigénom v in vitro podmienkach.

Blotovacie techniky

Blotovacie techniky (imunoblot, imunodot) st v podstate kombinaciou
elektroforézy a imunodetekcie a zaloZené st na sendvi¢ovom principe (kapitola 4.3).

Biocipy

Trendom v detekcii autoprotilatok je miniaturizacia vo forme tzv. bioipov. lde
0 mikrocCastice s nadviazanym antigénom. Na nosi¢i na malej ploche (mmz) je
umiestnenych niekol'ko desiatok az stoviek antigénov. BioCip je inkubovany zo sérom
a naviazan¢ autoprotilatky su vizualizované pomocou farebnej sondy. Vysledkom je
matica farebnych bodov, ktoré su scanované optickym systémom a ziskané udaje sa

analyzuji pomocou vypoctovej techniky (komerénym softwarom). BioCip tak umoziuje
simultanne vySetrit’ viacero autoprotilatok (obrazok 77).

Prepojenim imunologie a genetiky vznikaji nové laboratdérne techniky, napr.
stanovenie HLA antigénov na bioc¢ipoch. D4 sa tak stanovit’ genetické predispozicia pre
niektoré autoimunitné ochorenia, napr. celiakiu, psoriazu, Bechterevovu chorobu.

Obr. 77 Biocip
(http://www.phadia.com/Global/A%20Document%20Library/Product%20Catalogues/Product-Catalog-
2015.pdf)
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Prietokovd cytometria

Autoprotilatky sa daji stanovit aj pomocou prietokovej cytometrie, kedy je
znamy autoantigén naviazany na Specidlne nosi¢e — gulicky. Autoprotilatka
z vysetrovaného séra sa nan naviaze a vzniknuty komplex je vizualizovany pomocou
sekundarnej protilatky oznacenej fluorescencnou latkou. Nasledne postupuji jedna za
druhou cez prictokovi komodrku, v ktorej pretinaju svetelny lu¢ tvoreny zvidzkom
laserovych luc¢ov. Detektor zachytava svetelné signaly. Jednotlivé svetelné signaly sa
prevadzaju na elektrické signaly, ktoré su spracované pocitacom a vysledky st dostupné
v grafickej a ¢iselnej forme. Nosice (gulicky) st potiahnuté jednym typom antigénu, avSak
V jednej reakénej jamke je definovand zmes viacerych guli¢iek sréznymi antigénmi.
Z jednej vzorky séra sa takto moze stanovit’ viacero autoprotilatok (obrazok 78).

P
AAGD

Detektory

Prietokové
komérka

Obr. 78 Schéma prietokového cytometra (upravené podra: http://bcrf2.ucsd.edu/wp-
content/uploads/2012/09/InterrogationPoint.jpeg)

Interpretdcia

Nalez autoprotilatok je potrebné hodnotit’ s ohPadom na Kklinicky stav jedinca
avysledky dalSich laboratornych vysSetrovacich metéd. Vysetrenie a sledovanie
dynamiky autoprotilatok je prinosom pre v€asni diagnostiku autoimunitného ochorenia,
ale aj pre lie¢bu a komplexnu starostlivost’ o pacienta.

Otazky k samohodnoteniu

1. Ako je definovanad autoimunita? Co st autoprotilatky? Existuju aj fyziologicky
autoprotilatky?

2. Ako sa delia autoimunitné choroby podla organov a tkaniv, ktoré postihuju? Ktoré
faktory sa uplatiiuju v etiologii autoimunitnych ochoreni?

3. Uved'te priklady niektorych systémovych a organovo-Specifickych autoimunitnych
chorob.

4. Co sa vyuziva ako $tandardna metéda v diagnostike autoimunitnych ochoreni?
Ktoré dalSie metddy sa vyuzivaji v ich diagnostike? Ako sa interpretuje nalez
autoprotilatok?
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8 VAKCINACNA IMUNOLOGIA

Vakciny st povazované za najucinnejSie intervencie modernej mediciny. Od chvile,
kedy Edward Jenner prvykrat pouzil vakcinu proti pravym kiahfiam v roku 1796,
stalo sa pouzitie vakcin nevyhnutné pre eradikdciu, zniZzenie poc¢tu umrti, ¢i zniZenie
vyskytu komplikacii mnohych choréb. Do sucasnej doby ziskalo licenciu viac ako 70
vakcin na pouzitie proti priblizne 30 mikroorganizmom, c¢o viedlo k zachrane
nespocetného mnozstva ludskych zivotov. Priaznivé ucinky vakcinacie na zdravie
verejnosti vyplyvaju nielen z vytvorenia uc¢innych vakcin, ale aj adekvatnej infrastruktury
pre vyrobu vakcin, pre regulaciu adohlad nad bezpecnostou azo stanovenia
najefektivnejSiecho  spdsobu podania vakciny. Vakciny predstavuju najlacnejsi
a najuc¢innejsi sposob ochrany pred zniCujucimi epidémiami. Predstavuju najefektivnejsi
sposob ako predist’ stratdm na ludskych zivotoch, ako udrzat zdravie jednotlivca aj
kolektivu a vysokt kvalitu zivota. Vzdy je vyhodnejSie ochoreniu predchadzat’ ako ho
liecit’.

8.1 IMUNIZACIA

Imunizacia je sposob navodenia Specifickej ochrany proti niektorym
mikrobialnym vyvolavatePom prenosnych a nebezpecnych ochoreni.

Jej cielPom je navodit’ odolnost’ dostato¢nt na prevenciu klinickych prejavov
prirodzenej infekcie. Ziva alebo neZivd antigénna substancia (protein, polysacharid)
navodi imunitni odpoved’. Protilatky (imunoglobuliny) produkované B-lymfocytmi
poméhaju eliminovat’ antigén. Specificki ochrana méZe byt navodend pasivne alebo
aktivne, v obidvoch pripadoch prirodzene alebo umelo(obrazok 79).

'Umelo navodena ’ Prirodzena ' Umelo navodena

— transplacentarne — )
po prekonani s 1 anie hotovyc
Infekcie vakcindciou g6 e

Obr. 79 Imunita a grafické znazornenie mechanizmov navodenia ziskanej imunity (vlastné
spracovanie)
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8.2 PASIVNA IMUNITA

8.2.1 Vyhody a nevyhody pasivnej imunity

Pasivna imunita (obrazok 80) je nmavodena prenesenim hotovych protilatok
vyprodukovanych c¢lovekom (homoldgne protilatky) alebo zvieratom (heterologne
protilatky). Pasivna imunizacia chrani prijemcu pred infekénymi chorobami len docasne,
pretoze hotové protilatky sa prirodzene odburaju.

Vyhodou ich pouzitia je vSak okamzity nastup ochrany.

Nevyhodou je kratkodoba ochrana, riziko vzniku alergickych ochoreni alebo krvou
prenosnych ochoreni.

8.2.2 SpoOsoby navodenia pasivnej imunity
Pasivna imunita moze byt navodend prirodzene alebo umelo.

» Prirodzene je pasivna imunita navodend transplacentarnym prestupom
materskych protilatok IgG, ktoré sa postupne odburavajua a okolo 2. — 3. mesiaca
st uz na urovni okolo 50% hodnoty v porovnani sobdobim po narodeni.
Materskym mliekom ziskava diet’a protilatky izotypu IgA.

» Umelo je  pasivna imunita navodena vpravenim hotovych protilatok
intramuskularne alebo intravenézne podla toho, pre aku aplikaciu su
imunopreparaty ur¢ené. Cielom umelej pasivnej imunizacie je profylaxia alebo
liecba. V ramci profylaxie sa aplikuju preparaty pred tym, ako za¢ne infekcia alebo
vV pociatoénych fazach inkubacnej doby. V ramci liecby sa aplikuja pri
imunodeficitnych stavoch, pri infekénych chorobach alebo liecbe niektorych
autoimunitnych ochoreni.

Pouzivaju sa homolégne protilatky, ktoré sa ziskavaju od zdravych darcov krvi
alebo heterolégne protilatky, ktoré sa ziskavaji po imunizacii zvierat (napr. koni).
V sucasnosti prevlada pouzitie homolognych sér, ktoré obsahuju protilatky ziskavané od
Iudi. Pripravuju sa z krvi zdravych darcov postupmi ziskania gamaglobulinovej frakcie
s prevaznou cCastou IgG protilatok (oznacuji sa ako normélny ludsky imunoglobulin,
predtym gamaglobulin). Heterolégne séra sa pouzivajii vynimoc¢ne (napr. antidifterické,
antirabické, antibotulinové, antigangrénové a pod.).

8.3 AKTIVNA IMUNITA

8.3.1 Vyhody a nevyhody aktivnej imunity

Aktivna imunita (obrazok 80) je navodena stimulaciou antigénom v organizme
jedinca. Tento typ imunity si vytvara jedinec sam.

Vyhodou o¢kovania je vznik dlhodobej ochrany.

Nevyhodou je, Ze jej ochranny u¢inok nastupuje neskor ako pri podani hotovych
protilatok (teda ako pri umelo navodenej pasivnej imunite).
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8.3.2 SpoOsoby navodenia aktivnej imunity
Aktivna imunita moZe byt navodend prirodzene alebo umelo.
v Prirodzena aktivna imunita vznika po prekonani infekéného ochorenia.

v' Umela aktivna imunita je navodend po ofkovani (vakcinacii). Umelou aktivnou
imunizaciou sa navodi obranyschopnost’ jedinca pred tym, ako ddjde k expozicii
vyvolavatel'ovi infekcie. Navodi sa kontrolovana oslabena infekcia, bez priznakov,
moze ist len o laboratérne preukazateIné potvrdenie infekcie alebo mierne
prebiehajuce ochorenie bez vaznych komplikacii a nasledkov.

Imunita: aktivna a pasivna

Aktivna imunita Pasivna imunita
% E
S O
)
OO‘
prirodzene ziskand prirodzene ziskana

5

/

umelo navodena umelo navodena

Obr. 80 Spdsoby navodenia Specifickej imunity (upravené podra:
http://images.slideplayer.com/27/9168554/slides/slide_45.jpg)

8.4 DRUHY VAKCIN

Zakladné ockovanie je podanie vakciny (resp. niekol’kych davok vakciny) tak, aby
doslo ku vzniku dlho trvajucej Specifickej imunity.

Preockovanie znamend podanie jednej davky vakciny obdobného zlozenia ako
bolo pouzité¢ v zdkladnom ockovani. Oc¢kovaci kalenddr na aktualny rok pre povinné
pravidelné ockovanie deti a dospelych na Slovensku je dostupny na internetovej stranke:
WWW.UVZsr.sK.

Vakcina — o¢kovacia latka sa pouziva na aktivnu imunizaciu, ¢o znamena podanie
zivych modifikovanych, atenuovanych alebo usmrtenych infekénych mikroorganizmov,
ich casti alebo ich upravenych toxinov do organizmu. Vakcina je schopnd navodit
imunitni odpoved ockovaného jedinca, ktory sa tak stava odolny voc¢i danej nakaze.
V stcasnosti existuji rozne druhy vakcin.

Zivé atenuované vakciny

Zivé atenuované vakciny obsahujii Zivé oslabené baktérie alebo virusy, ktorych
virulencia bola oslabena alebo neutralizovana, av§ak pri zachovanej imunogenicite.
Oslabenie (atenuacia) mdze byt dosiahnutd viacerymi spdsobmi, napr. opakovanymi
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kultivaciami na umelych zivnych podach (tzv. pasazovanim), opakovanymi kultivaciami
priamo V hostitel'ovi (Sabinova polio vakcina u primatov), genetickou manipulaciou.

Prikladom Zivych atenuovanych vakcin proti virusovym infekcidm je vakcina proti
osypkam, mumpsu, rubeole, Zltej zimnici, rotavirusom a d’alie, zivé atenuované vakciny
proti bakteridlnym infekciam st napr. BCG vakcina proti tuberkuloze, oralna vakcina proti
tyfusu.

Usmrtené (inaktivované) vakciny

Usmrtené (inaktivované) vakciny obsahuju suspenziu usmrtenych baktérii alebo
virusov. M6zu byt’ celobunkové, subjednotkové alebo toxoidy.

Celobunkové (celovirionové) inaktivované vakciny st zloZené z kompletnych
mikroorganizmov. Ak ide o0 baktérie, vakciny si nazyvané celobunkové (napr.
celobunkova vakcina proti ¢iernemu kasl'u). Ak ide o virusy, vakciny st nazyvané
celovirionové (napr. celovirionova vakcina proti chripke, injek¢na Salkova vakcina proti
poliomyelitide, vakcina proti hepatitide A, B, besnote, klieStovej encefalitide...).

Subjednotkové vakciny obsahuji rozlozenu Strukturu mikroorganizmu, ktora je
nasledne vysoko purifikovand a vo findlnej verzii zostavaju iba purifikované antigény. Tie
su d’alej chemicky oSetrené a adsorbované na adjuvantni latku (napr. subjednotkova
vakcina proti chripke). Klasické subjednotkové polysacharidové vakeiny su vakciny
proti pneumokokom, meningokokom, Haemophilus influenzae typ b... Imunogénnou
Struktrou vakciny je puzdrovy polysacharid, protilatky proti nemu st protektivne
(schopné zabranit’ Sireniu mikroorganizmu). Polysacharidy st vSak vo vSeobecnosti slabo
imunogénne, st T-nezavislé antigény (nevyzaduju spoluucast’ antigén prezentujucich
buniek). Imunitnd nezrelost v detskom veku (do 2. roku Zzivota) predisponuje prave
K tymto infekciam vo zvySenej miere. Preto sa Vtejto vekovej skupine pouzivaji
konjugované vakciny, v ktorych je polysacharidovy antigén mikroorganizmu naviazany na
proteinovy nosi¢, ¢im sa posilni imunitnd odpoved’ na polysacharid. Subjednotkova
konjugovana vakcina tak zabezpe¢i odpoved’ detského organizmu na malo imunogénny
polysacharid ako na vysoko imunogénny protein. Prvou konjugovanou vakcinou na svete
bola vakcina proti invaznym ochoreniam Haemophilus influenzae typ b.

Toxoidy — toxoidové vakciny st vyrobené z inaktivovanych toxinov z toxin-
produkujtacich mikroorganizmov (napr. Corynebacterium diphtheriae, Clostridium tetani).
St to toxiny proteinovej povahy. Su imunogénne, denaturovatelné a neutralizovatelné.
Sluzia na pripravu oc¢kovacej latky — toxoidu (anatoxinu). Denaturaciou toxinov dochadza
k strate toxickych vlastnosti, ale pritom su zachované antigénne vlastnosti. Po aplikacii
toxoidovej vakciny do organizmu sa navodi tvorba protilatok (protilatka proti toxinu =
antitoxin), ktoré chrania pred uc¢inkami toxinov, neutralizuji pdsobenie toxinov (vakcina
proti zaskrtu, tetanu).

105



Aceluldrne vakciny

V pripade, Ze vakcina obsahuje len ¢iastoény bunkovy material (hemaglutinin,
filamenty a pod.), jedna sa o acelularnu vakcinu (napr. acelularna vakcina proti Bordetella
pertussis).

Splitové vakciny

Vakcina, v ktorej je virusova Struktura rozStiepena a obsahuje povrchové aj
vnuitorné antigény mikroorganizmu, sa oznacuje ako splitova vakcina. Tato technika sa
vyuziva pri priprave niektorych vakcin proti chripke.

Rekombinantné vakciny

Vakciny st navrhované aj metddami génového inZinierstva, ato génovou
manipuldciou oslabenych alebo usmrtenych mikroorganizmov. Po podani takejto vakciny
je stimulovana humorélna alebo bunkova imunita proti konkrétnemu mikroorganizmu, ale
nie je schopnd spdsobit’ infekciu. Postupy génového inZinierstva sa vyuzivaji pri priprave
rekombinantnych vakcin. Gén kédujici produkciu urcitého antigénu sa vklada do
iného mikroorganizmu, ktory nasledne pri svojom raste a rozmnoZovani za¢ne okrem
svojich vlastnych antigénov produkovat’ aj antigén, ktory kodoval zabudovany gén.
Tento antigén je nasledne izolovany (napr. HBsAg obsiahnuty vo vakcine proti
hepatitide B je produkovany na kvasinkach). Rekombinantné vakciny navodzuji prevazne
humoralnu imunitn odpoved’.

Rekombinantné vektorové vakciny

Rekombinantné vektorové vakciny indukuji humordlnu aj celuldrnu imunitnu
odpoved’. Skisaja sa baktériové aj virusové vektory, do genomu ktorych sa zabuduje
gén koédujuci vybrany antigén vyvolavatela infekcie. Ulohou vektora je vytvorit’ ¢o
najrychlejSie ciel’ovy antigén alebo c¢o najrychlejSie ho dopravit’ k bunkam
imunitného systému, ¢im by nebol potrebny adjuvans na zvySenie imunogenicity.

DNA-vakciny

DNA-vakciny si najjednoduchsie vektorové vakeiny. Na prenos génu do
hostitel'skej bunky stacia fragmenty DNA kddujuce gény pre klucové mikrobidlne
antigény a nosiCcom (vektorom) je plazmid baktérii. Po vpraveni DNA-vakciny do
organizmu zacina expresia prisluSného antigénu a navodenie Specifickej imunitne;j
odpovede. V sucasnosti sa eSte DNA-vakciny v praxi nepouzivaji, st zatial' v $tadiu
skusok.

Polyvalentnd vakcina

Ak je vakcina pripravena z antigénov viac ako jedného kmeia alebo druhu
mikroorganizmu, ide o polyvalentnt vakcinu.
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8.5 INDIVIDUALNA A KOLEKTIVNA IMUNITA

Individualna imunita proti niektorému virusu alebo baktérii chrani konkrétneho
jednotlivca (ziskana je prekonanim ochorenia alebo vakcinaciou). Cim viac ludi je
V populacii zaoCkovanych proti uréitému infekénému pdvodcovi, tym sa zniZuje
pravdepodobnost’ §irenia infekcie, aZ po vytvorenie kolektivnej imunity. Sirenie infekénej
choroby sa tak obmedzi len na priamy kontakt medzi nakazenym clovekom
a neockovanym ¢lovekom.

Pri kolektivnej imunite je odolnost’ populacie taka, Ze brani Sireniu infekcie
a vzniku epidémii. V idealnom pripade vedie k vymiznutiu ochorenia v urcitej oblasti.
Prikladom su pravé kiahne (variola), ktoré boli celosvetovo eradikované vd’aka o€kovaniu.

Percento zaockovania populacie potrebné na to, aby urcité ochorenia vymizli, zavisi
od viacerych faktorov (hustota obyvatel'stva, vek, v ktorom sa infekcia vyskytuje
najCastejSie, nakazlivost ochorenia). Z toho dovodu sa aj liSia hodnoty zaockovania
potrebné na vznik kolektivnej imunity niektorych nékazlivych chorob. Potrebné je aj to,
aby bolo zaocCkovanie ploSne rovnomerne rozlozené na celom uzemi. Pri velkych
regionalnych rozdieloch sa moZe stat, ze niekde klesne zaoCkovanost pod potrebni
hranicu kolektivnej imunity a vznikne tzv. vakcinatnd diera, v ktorej st nechraneni
jednotlivci a mézu byt nakazeni (staci, aby sa objavil jeden infikovany jedinec, ktory moze
vyvolat’ miestnu epidémiu).

Pri vakcinacii je potrebné dodrziavat’ zakladné principy spravnej vakcinacie.
Je to dodrziavanie pokynov od vyrobcu, dodrziavanie absolitnych a relativnych
kontraindikécii, dodrziavanie spravnej ockovacej techniky a individualny pristup
k o¢kovanému jedincovi.

Kontraindikacie o¢kovania su situacie, kedy by nemala byt podana vakcina za
ziadnych okolnosti, pretoze existuje zvysené riziko zavaznej neziaducej reakcie na vakcinu
(zavazna alergickd reakcia po predchadzajicej davke alebo na zlozky vakciny, zavazné
akutne ochorenie, Specifické kontraindikacie pre jednotlivé vakciny).

V ramci individualneho pristupu k ofkovanému jedincovi je potrebné brat
Vuvahu tudaje zanamnézy a fyzikdlneho vySetrenia. PredovSetkym ide o zavazné
ochorenia (autoimunitné ochorenia, imunodeficity, hemoblastozy a iné malignity), reakcie
po predchadzajiicich ockovaniach, uzivanie imunosupresivnych liekov, alergie na zlozky
vakcin, prebiehajuce akutne ochorenie, tehotenstvo. Potrebné je poucit’ o mozZnych
reakciach a ich liecbe.

Otazky k samohodnoteniu

1. Co je imunizacia a &o je jej cielom? Akymi mechanizmami je mozné navodit
ziskanu imunitu?

2. Aké st sposoby navodenia pasivnej imunity? Aké su spdsoby navodenia aktivne]
imunity?

3. Co je to vakcina? Co je typické pre Zivé atenuované vakciny? Co obsahuju
usmrtené (inaktivované) vakciny a uved'te priklady. Co je toxoid? Co je anatoxin?
Co je antitoxin? Aky je rozdiel medzi individudlnou a kolektivnou imunitou?
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