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DefiniceDefinice
• „jednoanalytové“ metody 

umožňují stanovit jeden analyt v 
jedné reakční nádobce nebo na 
jedné reakční ploše

• multiplexové metody 
umožňují stanovit několik až e1 kočka e5 psí srst

t3 bříza pyl t9 oliva pyl

ImmunoCAP 100

Alergeny panelu ImmunoCAP Rapid

umožňují stanovit několik až 
několik desítek analytů v jedné 
reakční nádobce nebo na jedné 
reakční ploše

• mikroarraye (mikročipy) 
umožňují stanovit stovky až tisíce 
analytů v jedné reakční nádobce 
nebo na jedné reakční ploše

t3 bříza pyl t9 oliva pyl
w6 pelyněk            w21   drnavec
g6 bojínek d1      Derm.pteron.
f1 vaječný bílek    f2      kravské mléko

zatím 103 alergenních komponent ze 47 zdrojů alergenů 
kryje většinu důležitých alergen-specifických i
zkříženě reagujících alergenních  komponent



Proč multiplexové metody 
v diagnostice alergen-specifických IgE?

• jsou méně pracné a levnější, potřebujeme-li stanovovat 
ve vzorku více než 3 analytyve vzorku více než 3 analyty

• mají menší spotřebu analyzovaného vzorku 
• ukazuje se, že alergeny lze seskupovat do skupin, pro 

které lze nalézat typické zástupce,  na které je reaktivní 
většina osob postižených alergií na alergeny příslušné 
skupiny
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• to vyvolává předpoklad, že racionální laboratorní 
diagnostika alergií pomocí stanovování koncentrací 
specifických IgE bude moci být v budoucnosti prováděna 
pomocí definovaných panelů alergenů, jejichž počet 
nebude vysoký.



Line/dot multiplexové testy pro diagnostiku spec. I gE

Ridascreen r-Biopharm Euroline Euroimmun
Allergoscan Innogenetics
PolyCheck Biocheck
Optigen Hitachi

ALBIA

Alternaria, Bermuda Grass, Cat Dander, Egg White, Milk, Pternoyssinus,
Mountain Cedar, Short Ragweed, Timothy Grass, Wheat
jen servis, vyšetření ze zaslaného vzorku
www.immunetech.com

5-plex: Der p 1, Der f 1, Mite Group 2, Fel d 1, Can f 1
8-plex: Der p 1, Der f 1, Mite Group 2, Fel d 1, Can f 1, Rat n 1, Mus m 1, Bla g 2
www.inbio.com

Luminex 100/200 System



Line/dot imunoblotovací techniky pro stanovení sp.IgE

metoda výrobce panely
alergen ů v 

panelu
cena za 
panel

Ridascreen R-Biopharm

Inhalační a potravinové 
alergeny
Inhalační alergeny
Potravinové alergeny
Pediatrický panel

20
20
20
20

870 Kč

EurolineEuroline Euroimmun

Inhalation, pediatric inhalation
Mediterian inhalation
Food
Atopy

20
20
20
20 750 KčEurolineEuroline Euroimmun Atopy

Polen-food cross reactions
Pediatrics
Insect venom

20
20
20
2

750 Kč

Allergoscan Innogenetics
Inhalation
Food

20
20

735 Kč

OptigenOptigen Hitachi

Inhalation
Food
Atopy
Universal

20
20
20
20

735 Kč

PolyCheck Biocheck
Inhalation
Food
Pediatric aj.

20/10
20/10
20/10

550/385 
Kč



Optigen systém 
Hitachi

pro stanovení 
sp. IgE





COMPARISON OF OPTIGEN vs. CAP DATA

LUM
4 0 0 0 6 22 36
3 0 0 0 4 4 4
2 0 0 1 6 4 3
1 4 0 0 9 2 1

0,5 0 0 0 0 0 0
0 38 0 21 24 3 0

0 0,5 1 2 3 4,5 &6
CAP

OPT

alergen n
false 

positive
false 

negative

Dphar 24 8

Dfar 19 6

Cladherb 7 1

cat 15 1 2

dog 12 5

timothy 7
OPT

1 4 102
0 38 48

0 1 CAP

TOTAL DATA 
POINTS : 192
SENSITIVITY % 68,00
SPECIFICITY % 90,48
EFFICIENCY % 72,92

birch 23 3

mugworth 14 1 2

hazelnut 5 2

peanut 14 3

egg white 12 1 5

milk 12

codfish 4 1

wheat 6 3

soybean 10 1

apple 5 1

carrot 4 3



Allergen-specific IgE
EUROLINE

Allergen    g6 EUROIMMUN EUROLINE

  n=94 positive negative

Pharmacia positive 64 7

CAP negative 0 23

Sensitivity 90,1%

Specificity 100,0%



50
60

70
80
90

%
 s

ou
hl

as
u 

s 
an

am
né

zo
u

Korelace vybraných testů s klinickým obrazem

provedeno u  souboru 50 pacientů
s alergií na inhalační alergeny

0
10
20

30
40
50

Optigen Risa Phadiatop Prick

%
 s

ou
hl

as
u 

s 
an

am
né

zo
u



Srovnání výsledků stanovení sp.IgE 
metodou Optigen, Euroline a CAP

Srovnávané metody n senz spec efekt

Optigen/CAP 192 68,0 94,5 72,9

Euroline/CAP 45 61,5 84,2 71,1

Optigen/Euroline 301 76,0 87,1 83,4



Dosavadní zkušenosti se systémem Optigen
• Spolupráce s výrobcem i dodavatelem dobrá
• Ke klinickému ověření nabídnuto 7 lékařům, využilo 5
• Za období ověřování srpen-říjen/2009 bylo 124 požadavků
• S výsledky byli seznámeni na XI. Beskydských AID 20.-21.11.2009
• Od poloviny roku 2010 nabízen oficiálně, 13 uživatelů a 1405 požadavků
• Pro rok 2011 Optigen zařazen do kontrolních cyklů SEKK SIE, zatím 

neakreditovaná metoda

panel
testování srpen – říjen 2009 2009 2010

vyšet řeno pomohlo nepomohlo vyšet řeno vyšet řeno

Universal 30 29 (97%) 1 (3%) 104 363

Inhal 66 63 (94%) 4 (6%) 122 605

Food 19 13 (81%) 3 (19%) 39 382

Atopy 9 9 (100%) 0 (0%) 11 55

celkem 124 109 (94%) 7 (6%) 276 1405



Přehled SEKK SIE 2007

Phadia DPC RISA Adaltis Hycor Advia ostatní

n 48 48 48 48 48 48 48

mean 95 61 83 85 89 77 65

median 100 92 88 100 100 100 69

n1 11-13 19-29 15-17 3 5-9 4-1 8-12

Úspěšnost podle metod

Radim
Carla

R-Biopharm
Ridascreen

Innogenetics
Allergoscan

Euroimmun
EuroLine

Hitachi
Optigen

?
Polycheck

n 48 48 45 42 8

mean 91 60 62 38 25

median 100 50 100 0 0

N1
n1(2009)

2 5-6 2
1

1
2

1
2

1
1

Ostatní



Optigen v NEQAS 2010
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mean 2,36 3,19

median 2 4

t-test (p) 0,0000003Optigen v NEQAS 2010
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Kdy  indikovat a aplikovat Kdy  indikovat a aplikovat 
laboratorní vyšet ření?laboratorní vyšet ření?

Panzner P.: Doporu čení pro indikaci a provád ění 
stanovení koncentrace specifických IgE protilátek. 

Praktický léka ř 1998, 78, 4, 183Praktický léka ř 1998, 78, 4, 183
Klinická imunológia a alergológia 1999, 8, 2, 21-22

Laboratorní vyšet ření je pro alergologa 
metodou první volby jen v omezeném 

množství p řípadů !
Brno, sjezd ČSAKI, 2004



dostupné na www.clsi.org, vydáno 2009



Závěry ACAAI, AAAAI a CLSI, 2008Závěry ACAAI, AAAAI a CLSI, 2008

• stanovování sp.IgE dnes nelze ještě standardizovat

• není dostupný žádný mezinárodní referenční standard, 
který by dovoloval srovnání s nějakou cílovou hodnotou

• při stanovování sp.IgE existuje řada interferencí:

- lidský RF, přirozeně se nacházející a terapeuticky aplikované anti-IgE 
protilátky a lidské anti-alergenové IgG protilátky přítomné ve vyšetřovaném 
vzorkuvzorku

- zkříženě reagující cukerné složky (CCDs) mohou způsobovat pozitivní  
IgE výsledky nejasného významu

• proto klinikovi musí být vždy známa a laboratoří vždy 
uváděna metoda, kterou bylo sp.IgE stanovováno

• žádný z testů na spec.IgE neposkytuje absolutní průkaz 
přítomnosti nebo nepřítomnosti alergického onemocnění

• jestliže diagnostický test nesouhlasí s anamnézou, 
opakuj ho, resp. použij jiný



Turbo-MP/CAP Immulite/CAP

Mléko 46% 52%

Vejce 42% 64%

Burák 56% 60%

Kočka 20% 64%

D.farinae 52% 38%

Bříza 64% 60%

Procento hodnot s diskrepancí >  20%
v Bland-Altmanově grafu

Immulite
Turbo-MP Převzato a upraveno podle Wang J. et al.: JACI 2008, 121(5), 1219-1224



Významné panalergeny

Převzato a upraveno podle Wall C.:  http://www.fffa.se/pp/komponenter0906.pdf



Rozdíly v IgE 
protilátkových profilech 
ovlivňují klinické projevy 
a reaktivitu jednotlivých 
pacientů

podle Wall C.: 
http://www.fffa.se/pp/kompon
enter0906.pdf



IgE Binding Receptors/Molecules

• není IgE jako IgE

• existují i jiné než FcεRI a jsou 
exprimovány i na jiných buňkách než 
basofilech a žírných buňkách

• ne všechny imunologicky podmíněné 
alergie jsou zprostředkovány výhradně 
přes IgE a jeho receptory

IgE a jeho receptory

Podle Lochman I. a kol.: Autoantibodies, 2nd Edition, 2006



Incidence
Frekvence výskytu onemocnění
v časovém úseku

Prevalence
Podíl populace trpící onemocněním
v daném časovém období

Positivní předpovědní hodnota                 
Podíl skutečně pozitivních výsledků testů mezi všemi                    
pozitivními výsledky testů

Sensitivita

A
A + C

A

definice
výsledky testu

+ -

onemocnění + A B

bez onemocnění - C D

Sensitivita
Podíl pozitivních výsledků mezi nemocnými pacienty

Negativní předpovědní hodnota
Podíl skutečně negativních výsledků testů mezi všemi 
negativními výsledky testů

Specificita
Podíl negativních výsledků testů mezi zdravými

Efektivita
Relativní počet správně klasifikovaných pacientů

A
A + B

D
B + D

D
C + D

A + D
A + B + C + D




