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Ucel: ucelem tohoto doporudeni je pomoci pracovnikim klinickych laboratofi, pfipadné Iékafam,
orientovat se v racionalnim vyuziti parametrl humoralni a bunééné imunity v klinické praxi.

Situace: V soucasné dobé je ve vyspélych zemich feSena problematika poruch plodnosti u pfiblizné
u 20-25 % para ve fertilnim véku. Jednou z pficin poruch fertility u obou pohlavi muze byt
porucha imunitniho systému. V soucCasnosti je popisovano nékolik desitek imunopatologii, které
mohou vyustit ve sterilitu, pfipadné infertilitu.

Vzhledem k vySe uvedenym skute€nostem nabyva na vyznamu zarazeni metodik reprodukcni
imunologie do standardnich postupl péce o neplodné pary.

Limitace: Toto doporuéeni nema nahradit uvazlivé rozhodovani o$etfujiciho Iékafe a nemuze
také postihnout vSechny mozné situace, jez mohou nastat v klinické praxi. Lékar a
laboratorni pracovnik by mél vSak zodpovédné zajistit pacientovi v kazdém individual-
nim pripadé adekvatni péci.

Doporuceni bude pribézné revidovano v zavislosti na vyvoji novych poznatki a metodik
v oblasti reprodukéni imunologie

Vérime, ze zdravotnikiim umozni tato pomicka dané metody cilené indikovat a interpre-
tovat jejich vysledky ve prospéch svych pacientu.

Prali bychom vS§em pacientiim, aby dale uvedena vysetreni byla uvazlivé pouzivana

v jejich prospéch, aby prispivala ke stanoveni spravné diagnézy, a pripadné pomohla

v monitorovani lécby.

Indikace imunologického vysSetieni pari s poruchami plodnosti

1. Pary, kterym se nepodafi dosahnout téhotenstvi po roce pravidelného nechranéného
pohlavniho styku

2. Zeny s opakovanymi spontannimi ztratami plodu (po 2 spontannich potratech bez rozdilu
véku)

3. Po neuspésnych metodach asistované reprodukce (neotéhotnéni, nedonoseni Zivotaschop-
ného plodu). Indikace po 2 neuspésnych IVF

Technické a personalni pozadavky:
Pracovisté by mélo disponovat prislusné kvalifikovanym personalem znalym problematiky.

"1 Laboratof by méla byt schopna zajistit vysledky pokud mozZno o stejné analytické
nejistoté a vysokeé reprodukovatelnosti.

"1 Frekvenci vysSetfeni fidi oSetfujici Iékar na zakladé svych zkuSenosti a s ohledem na
klinicky stav pacienta.

1 Interpretace vysledkul (pripadné s navrhem lé¢ebného postupu) pro terénni gynekology
nalezi do rukou klinického imunologa, ktery se zabyva poruchami reprodukce.



1 v moznostech téchto pracovist by méla byt komplexni vySetreni, zahrnujici 4 oblasti:
- vySetfeni ejakulatu
- vySetfeni séra
- vySetfeni lymfocytl (periferni krev)
- vySetfeni ovulacniho sekretu

Preanalyticka faze:

Ejakulat: Pacient musi byt pou¢en o zpusobu odbéru a jeho event. transportu. Odbér do sterilni na-
doby bez aditiv. Pfed vySetfenim je nutna konstantni doba nékolika dnli bez ejakulace, dle
WHO manualu 48 hodin az 7 dnu. PFi jednotlivych vySetfenich musi byt tato doba stejna.
Stabilizace parametri spermiogramu nastava 5. den abstinence a tato doba se jevi jako opti-
malni. NejlepSi je okamzité zpracovani ejakulatu, pokud pacient neni schopen, je mozny odbér
v domacim prostfedi, pacient musi byt poucen a vybaven odbérovou nadobou. Transport nesmi
trvat déle jak 60 minut, musi probéhnout ve tmé a teploté blizké teploté téla.
Se vzorky ejakulatu je tfeba zachazet jako s moZznym zdrojem infekce.

Sérum: standardni zkumavky bez protisrazlivych prostiedk(i nebo s pouzitim separaénich gelt a
akceleratorll. Po odbéru je nutno zkumavku nechat stat pfi pokojové teploté cca 1 - 2 hodiny a
potom ulozit zkumavku na max. 1 den do lednice (4 - 8°C) nebo pfedat do laboratofe. Sérum se
ziska sedimentaci nebo centrifugaci (70 minut, 3000 rpm).

Krev na fenotypizaci lymfocytu - zkumavky s protisraZlivym prostfedkem (heparin, EDTA).
Po odbéru je tfeba obsah zkumavky opatrné promichat (pomalym obracenim nebo kyvanim),
uchovat pfi pokojové teploté a dopravit do laboratofe v den odbéru (optimalné do 4 hodin
od odbéru).

Krev na funkéni vySetieni lymfocytii: zkumavky s protisrazlivym prostfedkem (heparin).
Po odbéru je tfeba obsah zkumavky opatrné promichat (pomalym obracenim nebo kyvanim),

uchovat pfi pokojové teploté a dopravit do laboratofe v den odbéru (nejdéle do 4 hodin od
odbéru).

Skladovani:

Sérum: Skladuje se pfi teploté +4 - +8°C po dobu max. 1 tyden, vice nez jeden tyden pfi -20°C, vice
nez 1 rok pfi - 70°C, opakované nerozmrazovat.

Seminalni plazma: skladuje se pfi teploté +4 - +8°C po dobu max. 1 tyden, vice nez jeden tyden pfi
-20°C, vice nez 1 rok pfi - 70°C, opakované nerozmrazovat.
Jiny biologicky material nelze skladovat.

NejCastéji pouzivané metody:
- aglutinace (pfima, nepfima), hemaglutinace
- EIA
- fluorescencni a svételna mikroskopie
- prutokova cytometrie




Navrhované metodické postupy,
indikace vysetreni - prehled

MUZ

spermiogram

metody . vo|by kvalita ejakulatu

protilatky proti spermiim v ejakulatu
(v seminalni tekutiné, navazané na spermie)

protilatky proti spermiim v séru
funk&ni aktivita NK bunék, MIF

screening syst. imunopatol. onemocnéni
(ANF, ATTG, anti-endomysium)

dle potieby proveést dalSi vySetieni

metody Il. volby

Nezbytnou podminkou imunologického vySetfeni ejakulatu je pfedchozi vySetfeni spermiogramu dle
standardi WHO. Toto vySetifeni muze byt provedeno na rliznych pracovistich (urologie, gynekologie,
genetika, biochemie, cytologie, sexuologie).

Doporuéena metoda: standard WHO (WHO Manual for Semen Analysis, 1987, nové vydéani 1999).
Spermiogram nemusi povinné vySetfovat imunologicka laboratof (spermiogram by mél zdstat doménou
vy$e uvedenych pracovist)

1. kvalita ejakulatu:
- pocCet spermii
- pocet leukocytu (CD45PE-DY647)
- vitalita spermii (propidium jodid)
- integrita akrozomu spermii (IAP/FITC, my$8i MoAb, Hs-14)
- pfitomnost intraakrozomalniho proteinu
(IAP/FITC, myS8i MoAb, Hs-14, Hs-8, pfip. Hs-36)
metoda: pratokova cytometrie (SpermFlow Kit, Exbio)
pritomnost vnitiniho akrozomalniho proteinu Ize stanovit metodou pfimé fluorescence,
neni-li k dispozici pratokovy cytometr (FITC Pisum sativum)

mikrobiologické vysetreni ejakulatu
indikace: pfi zvySeném mnozZstvi leukocytd , (>7x710%ml)
(pocet leukocytu je vhodné stanovit pomoci priatokového cytometru)

2. stanoveni pritomnosti autoprotilatek navazanych na spermie v ejakulatu (/gG, IgA)
indikace: poruchy motility, aglutinace spermii, inhibice akrozomalni reakce, oligospermie,
neuspokojivém oplozeni oocytu pfi IVF, idiopatické sterilité, abn. postkoitalnimu testu,
abn. Kremerové testu, abn. spermiogramu.
Vznikaji zpravidla jako nasledek traumatu, infekce.
metoda: prfimy MAR test (Mixed Antiglobulin Reaction)

3. stanoveni autoprotilatek v seminalni tekutiné
indikace: zpravidla pfi zjisténé oligozoospermii, pfipadné azoospermii, abn. postkoitalnimu testu,
abn. Kremerové testu, abn. spermiogramu, mohou byt pfitomny i u normospermika
metoda: nepfimy MAR test (Mixed Antiglobulin Reaction), Imunobead test




4. stanoveni autoprotilatek proti spermiim v séru
indikace: pripadé vysoké pozitivity MAR testu provést stanoveni hladiny protilatek v séru
metoda: ELISA, Fribergav tray- aglutinacni test, nepfimy MAR test

5. stanoveni funkéni aktivity NK bunék
indikace: oligozoospermia
stimulace vlastnimi spermiemi
metoda: pratokova cytometrie

6. test inhibice migrace leukocyti pod agarézou (MIF)
indikace: oligozoospermia
stimulace vlastnimi spermiemi
metoda: migrace leukocytl pod agarézou

7. screening parametri systémového imunopatologického onemocnéni
ANF
metoda: nepfima fluorescence

dité + bezdétny ;
L kvalita ejakulatu:
fi delSim . « i
éasc?vértn odstupu spermiogram 2x béhem 3 mésicd (pratokovéa cytometrie)
- postup Jako
u ezdgtrjwého l l . .
pocCet spermii
e : Cet leukocytu
abnormalni spermiogram o ot
abnormalni postkoitél%i test normalni
vitalita spermii
0
¢ l integrita akrozomu
aglutinace '
g snizena motilita ] fitomnost
azoospermie A Sty p
oligospermie neuspokgg;\?\a/;ertlllzace ' intraakrozomalniho
(Ut meinain’ idiopaticka sterilita ' proteinu
(autoAb vazané ol
. na sperr:ue) L ° morfologie
MAR test (nepfimy) MAR test (primy) &L :
| ] . '
| . '
v v : :
- pozitivni ‘ ‘ negativni ‘ : ]
¢ h L ) ~ Pl s . ]
Y Y , :
o (]
protilatk ]
proti. ‘ * * v 0
spermiim S N .
Vv séru funkEni aktivita NK bunék screening vybranych parametru
(pritokova cytometrie) syst. imunopatol. onemocnéni (ANA) '
MIF (migracni test) , EMA 0
(stimulace spermiemi) dle potreby dalSi vySetieni 0
0
0
7 v

PRAVDEPODOBNA PRICINA INFERTILITY




ZENA |

(primarni sterilita)

protilatky proti zona pellucida

protilatky proti spermiim v séru

ATG, ATPO, ATTG, endomysium
protilatky proti spermiim v cervik. hlenu

metody . volby

funkéni aktivita NK bunék

metody II. volby ARLA, betaZGR

protilatky proti ovariim

1. Protilatky proti zona pellucida (zaradit jako screening)
indikace: idiopaticka sterilita, neuspokojivé oplozeni oocytl ziskanych po stimulaci ovarii,
predevsim po opakovaném IVF selhani
metoda: hemaglutinace, popf. ELISA

2. protilatky proti spermiim v séru
stanoveni indikovano pfi idiopatické sterilité, abn. postkoitalnimu testu, abn. Kremerové testu
metoda: ELISA, Fribergav tray- aglutinacni test, nepfimy MAR test

3. Protilatky proti tyreoperoxidaze (ATPO), event, tyreoglobulinu (ATG)

4. Protilatky proti spermiim v cervikalnim hlenu
indikace: idiopaticka sterilita, abn. postkoitalni test, abn. Kremerutv test
metoda: nepfimy MAR test

5. Stanoveni funkéni aktivity NK bunék
indikace: spontanni potraty, opakované IVF neuspéchy, pozitivita APLA, endometriéza
- stimulace burikami trofoblastu
- stimulace spermiemi
metoda: prutokova cytometrie, MIF

6. antiovarialni protilatky
indikace: predCasné ovarialnim selhani, Spatna odpovéd na stimulaci gonadotropiny, idiopaticka
sterilita, polycysticka ovaria
metoda: NIF, pouzit special. FITC konjugat, vysyceny antigeny opi€ich tkani, event. pouzit
jako substrat krysi ovaria
hemaglutinace, ELISA

7. Screening parametri systémového imunopatologického onemocnéni
A) ANF
metoda: nepfima fluorescence
B) protilatky proti endomysiu a tkanové transglutaminaze (ATTG)
metoda: nepfima fluorescence, ELISA

8. APLA profil lgG, IgM
(fosfatidylserin, kys. fosfatidova, fosfatodylinositol, fosfatidyletanolamin, kardiolipin + beta2GP1)
metoda: ELISA (beta2GP1 dependentni), minimalni poCet cilovych antigentu 3
(kardiolipin, fosfatidylserin, fosfatidylinositol + beta2GP1)
Pozitivni nalez opakovat po cca 6 tydnech
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ZENA Il

(opakované ztraty plodu)

ACLA

metody l. volby APLA profil, annexin V
anti beta2 glykoprotein-1

anti protrombin
funkéni aktivita NK bunék
metody Il. volby QL-LG’ endomysium

ATG, ATPO
imunofenotypizace

indikace: - opakované téhotenské ztraty
- pred¢asné porody morfologicky normalnich novorozenci
pred 34. tydnem téhotenstvi z dlivodu eklampsie nebo zavazné
preeklampsie nebo placentarni insuficience

1. Protilatky protikardiolipinu (ACLA) IgG, IgM
metoda: ELISA (beta2GP1 dependentni), kalibrace na Harrisovy standardy
Pozitivni nalez opakovat po cca 6 tydnech

2. Protilatky proti B2 glykoproteinu-1 IgG, IgM
metoda: ELISA
Pozitivni nalez opakovat po cca 6 tydnech

3.APLA profil IgG, IgM (fosfatidylserin, kys. fosfatidova, fosfatodylinositol, fosfatidyletanolamin,
kardiolipin + beta2GP1)
metoda: ELISA (beta2GP1 dependentni)
Pozitivni nalez opakovat po cca 6 tydnech

4. stanoveni Ab proti annexinu V IgG, IgM
metoda: ELISA

5. stanoveni Ab proti protrombinu IgG, IgM
metoda: ELISA

6. funkéni aktivita NK bunék
metoda: pratokova cytometrie, MIF
-stimulace burikami trofoblastu
-stimulace spermiemi

7. stanoveni parametri systémového imunopatologického onemocnéni
ANF
metoda: nepfima fluorescence

8. protilatky proti endomysiu a tkanové transglutaminaze (ATTG)
metoda: nepfima fluorescence, ELISA

9. Protilatky proti tyreoperoxidaze (ATPO), event, tyreoglobulinu (ATG)



10. imunofenotypizace lymfocytl periferni krve v indikovanych pfipadech
metoda: pratokova cytometrie

11. DalSi mozné (doplrikove) testy
- stanoveni embryocytotoxickych cytokinu
- vySetfeni folikularni tekutiny
- vySetieni peritonealni tekutiny (napf. protilatky proti lamininu)
- stanoveni produkce cytokinl po stimulaci antigeny spermii a trofoblastu
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Kontrola kvality:

IQA

Nejsou az na vyjimky k dispozici referencni séra, laboratof musi mit své interni kontroly, které zarazuje do
kazdé série vySetfeni. Je vhodné zaradit kontrolu ,negativni“ (s nizkou hladinou protilatek) a ,pozitivni (s
vysokou hladinou protilatek).

EQA

Az na vyjimky (APLA, ATG + ATPO, ATTG, EMA, ANA) neni pro ostatni parametry k dispozici. Jednou z
moznosti je pravidelna mezilaboratorni kontrola (vyména vzorkd) mezilaboratofemi po vzajemné dohodé.

Kvalita diagnostickych souprav je velmi rozdilna. Nutno vyzkouset a konzultovat!
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