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Alergickd reakcia

* Alergiaje prehnand, neprimerana reakcia imunitného

systétmu organizmu na latky, s kig

stretdvame vo svojom prostredi.

~ nuts & dust
L Fishellfish

* gr. allos+ergon (iny+reakcia)

* Pojem alergia zaviedli v r. 1906

a madarsky pediater Béla Schick
Alergig= HYPERSENZITIVITA
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Typy alergickych reakcii

I.typ: vcéasna — IgE sprostredkované (urtikdria, astma, anafylaxia)

II.typ: IgG a IgM indukovand cytotoxickd reakcia (anémia,

neutropénia, trombocytopénia)

[II.typ: poskodenie tkaniv prostrednictvom imuno-
komplexov antigén—protilétka (nefritida, artritida, sérovéa choroba)

IV.typ: oneskoreny typ hypersensitivity indukovany Thl
lymfocytmi (IVa), Th2 lymfocytmi (IVb), cytotoxickymi
lymfocytmi (IVc), Thl7 lymfocytmi (IVd) (SJS, TEN, DRESS
w- syndrom)

V.typ: protilatky proti hormondlnemu receptoru

(stimulacna hypersenzitivita) (TSH receptor — Gravesova choroba,
holinovy receptor - Myastenia gravis)




Eur6pska siet pre liekov alergiu
(European Network for Drug Allergy, ENDA)

Navrhla vseobecné odportcania pre diagnostiku
takychto reakcif:

1. klinickd anamnéza
(Specidlny dotaznik)

¢ #2. vyber diagnostickych vysSetreni
(podla typu reakcie)
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Laboratorne testy pouzivané
pri diagnostike alergie

'
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1. Humordalne: maji v praxi prevahu ‘\ ‘ “ s
- stanovenie Specifického IgE CSYNER Y
- tryptaza a histamin 8.

2. Bunkové testy
- BAT

- LTT, LAT

- MAT
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Preco bunkové testy?

- VysSetrenie Specifickych IgE : len cirkulujtce IgE protilatky
- VadcdSina IgE protilatok je naviazana: tkaniva, Zirne bunky,

bazofily

- Vznik technik, ktorych cielom je pribliZit sa viac situdciam,

1 Ktoré sa odohréavaju v tele v priebehu alergického ochorenia
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Princip laboratornych bunkovych
testov ' g

Specifickd stimuldcia krvnych buniek alergénom a
nasledné hodnotenie pochodov spojenych s ich
aktivaciou, ev. degranuldciou.

- * Test aktivacie bazofilov (Flow2CAST ,

. BasoFlowEx Kit, BasoStep, BAT 3.0, Allergy flow
cytometry kit)

Eseje s T-lymfocytmi (LTT, LAT)




Prietokova cytometria

Standartnd metdda pre analyzu buniek v suspenzii
» 50 000 — 100 000 leukocytov pre 1 vzorku
* 500 - 600 bazofilov v gate

* monoklonové protilatky s fluorochromom (mAb)
* pouzitie rdznych mAb umoziuje
* sUcasne vysetrit niekol'ko

4 ‘antigénov na jednej bunke

* Parametre vyjadrujtce fluorescenciu:
o 1.2 FL3...




Spravne nacasovanie testu

* 3-4 tyzdne po akttnej prihode je Sanca na potvrdenie
najvyssia, potom klesa (po 1-3 rokoch je prinos reakcie
sporny)

* nacasovanie zhodné s koznymi testami i Spec. IgE

* faloSne negativny vysledok:

- prvy kontakt s alergénom

- zniZena refrakternost buniek

po nedédvnej alergickej reakcii

‘_!;: znizeny pocet IgE

|

bl _,,-w*g | HI (Lenka Sedlackova, Hypersenzitivni reakce na 1éky,2024)



BAT (Bazofil Aktiva¢ny Test)

® patri medzi funkéné testy
® Ciel: - pribliZif sa ¢o najviac podmienkam |
in vivo
- sledovat priamo efekt reakcie
alergénu na cielové bunky

® Expresia $pecifického znaku bazofilov

® Expresia aktivaéného znaku — $pecificky marker aktivacie
bazofilov

\ Stanovenie pomocou prietokovej cytometrie

* na zdaklade emitovanej fluorescencie sa kvantitativne vyjadri
Eﬁm’fen’co aktivovanych bazofilov z celkového poctu
‘bazofilov



Allergy tlow cytometry kit wo
AStI‘a BlOteCh GmbH Germany

Vzorka krvi s Li-heparinom
Trojtarebny panel:
* CD294 (CRTH2)
wEER3
* CD203c
= /NCERE
17 Aktivacny putor (Ca*, Mg?*)
‘!'ﬁ" . S:;op pufor, Lyzacny roztok, Fixa¢ny roztok
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BAT 3.0 — Beckman Coulter USA

Vzorka krvi s heparinom (EDTA + Ca aktivaény pufor)
*|1 CD45, CD3 + HLA-DR
*| CD203c - povrchovy Ag Duraclone tube

CD123 - po degranulacii

CDé3 - po degranuldcii
BN
* PC (Anti-IgE, IMLP)
‘ﬁ*_‘ Aktlvacny pufor (alikvotovat, mrazit)

Lyzi ¢ny roztok

]



BasoFlowEx® Kit — Exbio CZ

Vzorka krvi s heparinom (EDTA, citrat)
* CD203c - povrchovy Ag

CDé3 - po degranuldcii

2ENE

* PC (Anti-IgE, fMLP)

Aktivacny pufor (alikvotovat, mrazit)
Lyzacny roztok
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* Negativna kontrola
* Anti-CD63 Ab

*  Ant-CERSAb

* Pozitivna kontrola

L *" Stimulacny pufor (IL-3)

Flow2CAST (Biihlmann)

] Lyzﬁénjr roztok

Rl



Hodnota negativnej /\\
kontroly pp—

® inkubdcia bez alergénu (pufer)
® nemala by prekrocit 5% pre vSetky typy alergénov
(o najblizsie 0%, 2,5% EAACI 2023)

NGE21% NC=94,07%



Pozitivna kontrola = =

- stimulécia bazofilov dvomi neSpecifickymi stimulmi:
1. protilatka anti - IgE
2. peptid N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP)
J vySetrenie je moZné hodnotit len vtedy, ak hodnota
aspont jednej kontroly je vyssia ako 10%

PC1= 92 75% PC2=80,90%



Non — responderi

* Pacienti, ktori nereaguju na pozitivnu stimulaciu
anti-IgE (6,1%), fMLP (4,9%)
10-15% (EAACI 2022)
* Nie st vhodni na stanovenie alergie metddou BAT
* U pacientov zistena nepritomnost tyrozin kindzy syk a
zniZené mnozstvo tyrozin kindzy lyn
- asociované s neodpovedavostou (Ebo ai. 2006)

BAT: pacient nedostato¢ne odpovedal na
stimuldciu (non-responder). Prosime opakujte
odber o 4-6 tyzdnov.

*’é BAT: pacient opakovane nedostato¢ne

odpovedal na stimulédciu (non-responder).
~ " Vysetrenie BAT nie je u tohto pacienta vhodné
na testovanie liekovej hypersenzitivity.



Hodnotenie BAT

% aktivovanych bazofilov

lieky, aditiva vykazuju niZsie % aktivacie bazofilov nez
ostatné alergény

senzitivita je nizSia a hodnotenie narocnejsie a preto je
doporucené stanovit stimulacny index SI

(pomer stimulovanej/nestimulovanej vzorky)
vysledok je POZITIVNY pri hodnote SI = 2,0 a viac

Lieky Aditiva  Potraviny Hmyz

' SI=0,0-2,0 SI=0,0-20 <15% <10%




Alergény

Nesmu byt cytotoxické (bez aditiv g s
latok - fenol, glycerol, azid sQg
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Pacient 0532 (m. 35r. z 18.6.2026) - Osa

2,8 %

50

rgen 15I= 1.0

Alergen 1SI=

sIgE 13 - Osa
0,95 kU/1
(2026),




Pacient 0532 (m. 35r. z 18.6.2026) - V¢ela

2,3 %

30 ul

Alergen 15|

Alergén Biihlmann

Alergen 1Sl=

sIgE I1 - Vcela
<0,35 kU/1
(2026) 4
<0,35 KU/T
(2025) W




Prehlad vysetrovanych
potravinovych alergénov

* Aditiva (S5I=0,0-2,0)

* Farbiva (SI=0,0-2,0)

* Potraviny (0-15%)

* Obilniny (0-15%)

* Hmyz (0-10%)

Inhala¢né alergény (0-15%)
e * Zvieraci epitel (0-15%)

Y i * Plesne (0-15%)

2isine (0=157%)

* -latex




Oneskorené HR

- sprostredkované T- lymfocytmi

LTT - Lymfocytotransformacny test

Sledovanie syntézy DNA na oznacenie mitoticky aktivnych buniek
radioaktivnym 3H thymidinom
Dokaz pritomnosti uréitych liekovo-$pecifickych klonov

. - lyn’:lfocytov

Lymfocytoaktivacny test




LAT - Lymfocyto Aktivacny Test

" Lymfocytoaktivacny test (LAT) —vyvinuty ako alternativa
LTT.

" Stanovujeme percentudlne zasttpenie aktivovanych
T- lymfocytov meranim antigénu CD69 na prietokovom
cytometri po ich 48 hodinovej inkubacii s liekom pri 37°C
s 5% CO,.

" Stimulacny index 2,0 ako cut-off umoznuje odliSit medzi
reaktivnymi a nereaktivnymi T- lymfocytmi.




Nacasovanie LAT

" stanovuje odpoved pamaitovych T- lymfocytov

" moZe byt pozitiviny po dobu mnohych rokov (10-20
rokov), ale aj strata reaktivity po 3-4 rokoch

" nie je mozné predpovedat, ¢i bude u pacienta reaktivita
na liek pretrvavat alebo nie

" test vykonavat po 4 - 8 tyzdiioch od reakcie

\ % vzorku heparinizovanej krvi dorucit ¢o najskor
"~ (pracujeme so Zivymi bunkami)
-
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MAT — Mast cell Activation Test

Mastocyt — koza, traviaca ststava
Funkcia ako bazofil, ale v tkanive

Princip testu:

Prekurzory MC generované z periférnej krvi
Senzitizacia pacientskym sérom

Inkubdcia s alergénom

Expresm povrchovych markerov CD63, CD107a
Detekcia prietokovou cytometriou



Laboratorne testy - vyhody

vysoka Specificita
su vyhodné - bezpecné pre pacienta

Siroky vyber alergénov

reprodukovatelnost (vyssia ako u provokac¢nych testov)
N

. jedﬁoduché vybavenie (akykolvek prietokovy cytometer)
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Laboratorne testy - nevyhody
" potreba Cerstvej krvi (24-48 hod.)
pri indikécii a interpretacii laboratérnych testov je
potrebné zohladnit typ reakcie a ¢asovy odstup medzi

reakciou a vysSetrenim
" Non-responderi (10-15%)

‘manudlna narocnost — ¢asova narocnost

* subjektivita pri analyze dat (chyba Standardiz4cia) !

ré reakcie vyvoldva metabolit lieku, nie origindlna

mgiékula



Budticnost bunkovych testov

BAT sa vyuziva ako ex vivo test v stale sa zvySujtice;
miere

* Koreluyje s klinickou relevanciou

Stanovenie alergenicity novych rekombinantnych
imunoterapeutik, vakcin

Testovanie rekombinantnych alergénov
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Multiplexové BAT

* Fluorescencne znacené alergény (vs. neznacené)
proteinovej povahy

* Sité pre vietky proteinové alergény (potraviny, jed hmyzu,
inhala¢né, biologika)

* Lieky? — prevazne malé molekuly (proteinovy nosic)

* Efektivne pre analyzu kriZovych reakcii

* Negativny vplyv pritomnych IgG4 alergén Specifickych

protilatok

Porovnatel'na senzitivita a Specificita so singleplexom

LA ren and Peter Korosec: Multiplex basophil activation tests for allergy diagnosis: present and
: aplications, Frontiers in Allergy, 2025
il



Zaver

- Univerzalny diagnosticky test zatial neexistuje.
(snaha o Standardizaciu BAT testu — Flow2CAST® Biihlmann*®)

- Kombindcia niekol'kych vySetrovacich metdd zvysuje
senzitivitu a Specificitu diagnostického procesu.

- Potreba kombindcie klinického vySetrenia
in vivo testov

1N vitro testov

i * EAACI: Molecular Allergology User’s Guide 2.0, 2022
o
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