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Princip: Fluorescence je zaloZzena na absorbci zafeni o urcité vinové délce a emisi zareni o delsi vinové
délce (nizsi energii). Emise pretrvava pouze po dobu, kdy je latka vystavena danému zareni. V imuno-
fluorescenci se pouziva fluoresceni mikroskop, jeho? zdroj svétla je halogenova zarovka nebo LED dioda
(napt. rtutova vybojka). Systém excitaénich filtr( a zrcadel vyéleni pouze pozadovanou Cast svétla, v
tom-to pripadé modré zareni. Vzorek modré zareni absorbuje, fluorescencni latka prejde do stavu s
vySsi energii a poté ji uvolni pfi nasledném prechodu na zakladni energetickou hladinu. Timto dojde k
emisi zeleného svétla, které ma nizsi energii neZz modré zareni.

Nepfima imunofluorescence pracuje na zakladé vazby antigen-protilatka. Detekce protilatek probiha
ve dvou krocich. Nejprve se protilatky ze séra pacienta navaZou na specifické antigeny v bunécné
struktufe HEp-2 buriek, kterymi jsou potazeny jamky na mikroskopickém skli¢cku. Druhym krokem je
odstranéni nenavazanych protilatek promytim a pfidanim konjugatu (protilatka proti lidskym
imunoglobulinim) znaceny fluorescencnim barvivem (tzv. fluorescein). Tato latka se navaze na
vytvorené komplexy Ab-Ag Poté musi probéhnout inkubace v temnu. Po inkubaci je moZzné odeditat
na mikroskopu.

Tato metoda se vénuje predevsim diagnostice autoimunitnich onemocnéni, onemocnéni kize a sle-
dovani pribéhu lécby pacientl. Sérum pacienta se zfedi, nanese na specialni mikroskopické sklicko
obsahujici jamky potazené HEp-2 bunkami a pfida se konjugat s fluorescencni latkou. Mohou se ale
pouzit i sklicka potazené jinymi burikami. Dalsi antigenni substrat mdzZe byt prvok Crithidia luciliae
(detekce dsDNA), neutrofilni granulocyty (ANCA), ¢i zvifeci buriky (potkani ledviny, opici jicen). Kazdé
mikroskopické sklicko ma 10 jamek. V pozitivnim pripadé sledujeme pod fluorescenénim mikroskopem
charakteristické zelené svétlo o rGizné intenzité. Pro spravné porovnani se do jedné jamky nanese
pozitvni kontrola a do dalsi negativni kontrola. Dle pouzitého typu protilatky je zabrazena dana
struktura. Existuje mnoho typu fluorescence (zrnita, homogenni, nuklearni, centromerova ...), rozlicné
mnozZstvi protilatek (antinuklearni, proti cytoplazmé neutrofil(, antimitochondridlni, ...). Urcity typ
fluorescence je charakteristicky pro dany typ autoimunitni choroby a intenzita zareni poukazuje na
zavaznost choroby.

Uplatnéni metody: Diagnostika autoimunitnich a imunopatologickych chorob, sledovani pribéhu
|éCby a zavaZnosti nemoci pacienta.

Uskali metody: Subjektivita pozouzeni fluorescence. Nutna spravné provedend inkubace (ve tmé) a
dobry oplach vzorku pro odstranéni nenavazanych protildtek. Nelze provadét u ikterickych,
hemolytickych a li-pemickych vzork( séra.

Pristrojové vybaveni: Fluorescencni mikroskop s FITC systémem

Odbér a transport: Odbér krve do zkumavky Vacuette, na transport nejsou kladeny zvlastni pozadavky.
Vzorek séra je optimalni ihned zpracovat, pfi laboratorni teploté je stabilni 8 hodin, pro delsi uchovani
se zmrazi na -20°C, nesmi se ale mrazit opakované.



