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Sihrn

Diagnostika kontaktného ekzému in vitro — vySetrenie mononuklearnych buniek peri-
férnej krvi pacientov s kontaktnou precitlivenostou na nikel lymfocytotransformaé¢nym
testom a metédou ELISA na stanovenie interleukinu 5

Diagnostika etiolégie kontaktného ekzému sa v sticasnosti opiera takmer vylucne o vysledky epikutannych
koznych testov, ktoré vSak maju viaceré nedostatky a poziadavka alternativnej diagnostickej metody real-
ne jestvuje. Cielom nasSej prace bolo zhodnotenie dvoch laboratérnych metod z hladiska ich mozného vyu-
Zitia na in vitro diagnostiku kontaktnej precitlivenosti na nikel. Pomocou vysetrenia mononuklearnych bu-
niek periférnej krvi siborov pacientov s kontaktnym ekzémom a zdravych osob bez kontaktnej precitlive-
nosti sme zistovali charakteristiky lymfocytotransformaé¢ného testu a ELISA testu na stanovenie interleuki-
nu 5 (IL-5) ako potencialnych diagnostickych testov. Nase vysledky naznacuji moznost vyuZitia oboch tes-
tov na in vitro diagnostiku niklom vyvolaného kontaktného ekzému. Rozsirenie vySetrenych siiborov je vSak
nevyhnutné na potvrdenie tohto zaveru.

Kliicové slovd: diagnostika — kontaktny ekzém — lymfocytotransformacny test — ELISA - IL-5
Summary

In vitro Diagnostics of Allergic Contact Dermatitis — Examination of Peripheral Blood
Mononuclear Cells of Nickel Allergic Patients by the Means of Lymphocyte Transfor-
mation Test and ELISA for Determination of Interleukin 5

The diagnostics of the etiology of allergic contact dermatitis (ACD) is currently almost solely based on the
results of patch tests, which, however, have several disadvantages. Therefore there is a real need for an al-
ternative diagnostic method. The aim of our study was to characterize the potential utility of two different
laboratory methods for in vitro diagnosis of contact nickel hypersensitivity. Peripheral blood mononuclear
cells of patients with nickel allergic contact dermatitis and a control group of healthy persons without con-
tact allergy were examined and the characteristics of lymphocyte transformation test and interleukin 5
(IL-5) ELISA test were studied as potential diagnostic methods. Our results suggest that both tests might be
suitable for in vitro diagnostics of ACD caused by nickel. However, it is necessary to increase the number of
patients enrolled into study to confirm this conclusion.

Key words: diagnostics — allergic contact dermatitis — lymphocyte transformation test - ELISA — IL-5

Poznamka: Laboratérna Cast prace bola vypracovana pocas Studijného pobytu autora na Koznej klinike Karolinskej univerzitnej ne-
mocnice v Stokholme
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UvOoD

METODY

Kontaktny ekzém patri medzi najcastejSie sa vyskytuj-
uce choroby kozZe, ¢asto ma charakter profesionélnej der-
matdzy a jeho socidlno-ekonomické dosledky mozu byt pre
postihnutych jedincov a celd spolo¢nost znacné. Diagnos-
tika pri¢iny kontaktného ekzému sa v sti¢asnosti opiera tak-
mer vylu¢ne o vysledky epikutannych koZnych testov, kto-
ré st v pripade stladu s anamnestickymi ddajmi a klinickym
obrazom jedinym kritériom podporujicim diagnézu. Epi-
kutdnne testovanie v§ak m4 aj niektoré nedostatky — ich od-
Citanie je subjektivnou interpretaciou zrakového vnemu a je
zavislé od skusenosti vysetrujiceho (4), vysledky moZu byt
ovplyvnené pdsobenim hormoénov, niektorych liekov ale-
bo ultrafialového Ziarenia a nezanedbateln je aj Casova na-
ro¢nost vySetrenia. NavySe, kontraindikdcie, respektive taz-
kosti technického charakteru, brénia vyuZitiu epikutdnne-
ho testovania napr. u tehotnych Zien alebo u pacientov
s generalizovanymi zdpalovymi dermatézami, diskutova-
nd je aj otdzka moZnosti senzibilizacie pacienta expozici-
ou kontaktnému alergénu. Senzitivnost a Specifickost epi-
kutannych testov sa odhaduje na 70 %-80 % (12), hodno-
tenie ich reprodukovatelnosti poukdzalo na moznost dys-
kordantnych vysledkov pri opakovanom vySetreni pacien-
ta tym istym alergénom s ¢asovym odstupom (18). Mno-
ho usilia bolo preto venovaného hladaniu alternativnych,
predovsetkym in vitro diagnostickych postupov, ktoré by
mohli doplnit a pripadne aj nahradit epikutidnne koZné tes-
ty pri diagnostike pri¢iny kontaktného ekzému.

V patogenéze kontaktného ekzému rozhodujicu tlohu
zohréva oneskorend, bunkami sprostredkovana precitlive-
nost a efektorovymi bunkami st tak CD4 ako aj CD8 T-lym-
focyty (8). Pri $tidiu moZnosti in vitro diagnostiky tejto der-
matdézy sa preto pozornost sustreduje predovsetkym na vy-
Setrenie reakcie lymfocytov periférnej krvi pacienta na kon-
takt s podozrievanym alergénom. Najviac Studovanym in
vitro ukazovatelom precitlivenosti pacienta je antigénom in-
dukovana proliferdcia lymfocytov — v tzv. lymfocytotrans-
formac¢nom teste (LTT) sa prostrednictvom kvantitativne-
ho stanovenia inkorporécie triciom radioaktivne znacené-
ho tymidinu do novosyntetizovanej DNA deliacich sa bu-
niek hodnoti stupeii ich proliferacnej reakcie (9, 14, 17, 28,
35). V ostatnych rokoch sa objavili prace hodnotiace iny
mozny in vitro diagnosticky postup — sledovanie podo-
zrievanym alergénom indukovanej sekrécie roznych cyto-
kinov pomocou ELISA alebo ELISpot testov (19, 26, 30).
Vysledky Studii roznych autorov sa vSak znac¢ne rozchad-
zaju v hodnoteni vyuZitelnosti tychto testov pri diagnosti-
ke kontaktného ekzému.

V naSej préci sme prostrednictvom vySetrenia suboru pa-
cientov s kontaktnou precitlivenostou na nikel a kontrolného
stboru zdravych dobrovolnikov hodnotili charakteristiky
lymfocytotransformac¢ného testu a ELISA testu na stanove-
nie interleukinu (IL)-5 ako potencidlnych diagnostickych
testov pri kontaktnom ekzéme.

Vysetrené sibory

VySetreny stibor pacientov tvorilo 20 osob (17 Zien a 3
muzi) vo veku 18-50 rokov (priemer 38,9 roka) s klinickym
obrazom kontaktného ekzému a diagnézou potvrdenou po-
zitivnym vysledkom epikutdnneho testu, hodnotenym ako
reakcia ++ alebo +++ intenzity. Do stboru boli zaradeni len
pacienti s kontaktnou precitlivenostou na nikel (v niektorych
pripadoch aj na kobalt), ale nie na iné alergény zo Standard-
nej série epikutannych testov. Kontrolny subor tvorilo 20
zdravych dobrovolnikov (14 Zien a 6 muzov) vo veku 19-48
rokov (priemer 30,7 roka) s negativnym vysledkom vySet-
renia rutinnej série epikutannych testov. Podmienkou zara-
denia do Sttdie bola u pacientov aj kontrolnych osob ne-
gativna osobnd anamnéza atopie, fyziologickd hodnota hla-
diny celkového IgE a negativne skriningové vySetrenie Spe-
cifickych IgE voci zmesi 11 najrozsirenejSich inhala¢nych
atopickych alergénov (pele stromoyv, trdv a burin, vzdu$né
plesne, rozto¢e Dermatophagoides, epitélie psa a macky)
(Phadiatop®, Pharmacia Diagnostics, Uppsala, Svédsko).

Izolacia a skladovanie mononuklearnych leukocytov

Od vsetkych vySetrenych 0sob sme odobrali venepunk-
ciou po 30 ml ven6znej krvi. Od pacientov sme krv odo-
berali poCas remisie ekzému, Ziadny z nich neuZival v ¢ase
odberu systémové kortikosteroidy alebo iné lieky
s imunomodula¢nym G¢inkom. Medzi epikutdnnym testo-
vanim a odberom krvi bol u vSetkych vySetrenych osob od-
stup najmenej 6 tyZdiov. Od 10 pacientov sme krv odob-
rali dvakrit, s ¢asovym intervalom 3—4 mesiacov. Mono-
nukledrne leukocyty sme izolovali z heparinizovanej venoz-
nej krvi pomocou centrifugécie vo Ficoll-Paque Plus® (Phar-
macia Biotech, Sollentuna, Svédsko). Ziskant bunkovd sus-
penziu sme pouZili v LTT teste resp. ELISA teste s Cerstvo
izolovanymi lymfocytmi, u 10 pacientov a 10 kontrolnych
0sOb sme Cast suspenzie po postupnom zmrazeni v médiu
RPMI-1640 (Gibco BRL, Life Technologies Ltd., Paisley,
Velk4 Britdnia), obsahujicom 20 % Tudského teplom-inak-
tivovaného AB+ séra a 7,5 % dimetysulfoxidu (Sigma,
Saint Louis, Missouri, USA), skladovali v koncentracii 1x107
buniek/ml pri — 150 °C po dobu niekolkych mesiacov
a v LTT teste pouZili po rozpusteni, premyti v kultivacnom
médiu a kontrole viability pomocou testu s trypanovou mod-
rou.

Epikutanne testy

Rutinna séria alergénov pre epikutinne testovanie (Che-
motechnique Diagnostics, Malmé, Svédsko) bola apliko-
vand na koZu chrbta vSetkych vySetrenych osob v komorkach
Finn Chambers® (Epitest, Helsinki, Finsko) po dobu 48 ho-
din a vysledky testov boli od¢itané 30 minut po ich siati
a znovu po dalSich 48 hodinach. Intenzita reakcie bola se-
mikvantitativne hodnotend v rozsahu — aZ +++, podla od-
porucenia ICDRG (,,International Contact Dermatitis Re-
search Group”) (22).
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Lymfocytotransformacny test

Mononukledrne bunky izolované z periférnej krvi sme kul-
tivovali v koncentrécii 2x100 buniek/ml v médiu RPMI-1640
doplnenom o L-glutamin (2 umol/ml), streptomycin
(100 pg/ml), penicilin (100 IU/ml) (v8etko Gibco BRL, Life
Technologies Ltd., Paisley, Velk4 Britdnia) a 10 % teplo-
minaktivovaného ludského AB+ séra. Bunky od kazdej vy-
Setrenej osoby sme kultivovali v 12 jamkéch 96-jamkove;j
mikrotitranej dosticky s plochym dnom (Falcon, Becton Dic-
kinson Labware, Franklin Lakes, New Jersey, USA) pri
37 °C v atmosfére s 5 % CO,. Po 30-mintitovej preinkuba-
cii sme do 6 jamok pridali ku 100 pl suspenzie buniek po
20 pl roztoku NiSO,.6H,0 (Merck, Darmstad, Nemecko)
vo fyziologickom roztoku NaCl (9 mg/ml) tak, aby vysled-
na koncentricia siranu nikelnatého bola 3,8.10-> mol/l.
K bunkdm v druhej, kontrolnej Sestici jamok sme pridali po
20 pl fyziologického roztoku NaCl. Kultury sme inkubova-
li po dobu 5 dni a na poslednych 6 hodin sme do kazdej jam-
ky pridali 0,5 uCi 3H-tymidinu (Specifickd aktivita
5 Ci/mmol, Pharmacia-Amersham, Buckinghamshire,
Velka Britania) v 10 ul fyziologického roztoku NaCl. Po
ukonceni kultivicie sme bunky pomocou podtlaku (Skatron
cell harvester, Molecular Devices Co., Sunnyvale, Califor-
nia, USA) preniesli na filter zo sklenych vldken a po ich vy-
suSeni sme radioaktivitu inkorporovanu do deliacich sa bu-
niek z kazdej jamky merali na scintila¢nom spektrofotomet-
ri Packard (Packard BioScience Co., Meriden, Connecticut,
USA). Vysledok sme vyjadrili vo forme stimula¢ného inde-
xu (SI), ktory je pomerom priemerného poctu impulzov za
minttu (cpm) v jamkach s bunkami stimulovanymi niklom
a v kontrolnych jamkéch.

ELISA test na stanovenie IL-5

500 ul suspenzie ¢erstvo izolovanych mononuklearnych
buniek s koncentraciou 2x10°¢ buniek/ml média sme 6 dni
inkubovali (v rovnakom kultivaénom médiu ako pri LTT
teste) v plastovych skiimavkédch so 100 pl roztoku siranu
nikelnatého (38 umol/l) pri 37 °C v atmosfére obohatenej
05 % CO,. Kontrolné, nestimulované kulttry boli nami-
esto niklu doplnené o 100 pl fyziologického roztoku NaCl
(9 mg/ml). Po ukonceni kultivicie sme bunky odstréanili cent-
rifugdciou a supernatanty skladovali zmrazené pri -70 °C.
Na vySetrenie obsahu cytokinov v supernatantoch sme pou-
Zili metdédu enzymovej imunosorbentovej analyzy s vyuZitim
setu na stanovenie IL-5 (human DuoSet ELISA development
systems, R&D systems, Minneapolis, MN, USA). Od
hodnoty adsorbancie nameranej vo vySetrovanej vzorke sme
od¢itali hodnotu adsorbancie v nestimulovanej vzorke (na
vylicenie vplyvu spontidnnej sekrécie cytokinu)
a koncentraciu niklom-indukovanej produkcie interleuki-
nu v supernatante sme stanovili od¢itanim z kalibra¢nej kriv-
ky.

Vypocet charakteristik testov LTT a ELISA

Pri arbitrarnom stanoveni hranic pozitivnosti LTT aj ELI-
SA testu sme vychadzali z vysledkov v kontrolnom stbo-
re a urcili sme ich tak, aby test mal ¢o najvysSiu senzitiv-
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nost a sucasne aj Specifickost, t.j. poskytoval ¢o najniZsi po-
et faloS$ne pozitivnych aj falo$ne negativnych vysledkov.
PouZili sme metddu analyzy ROC (,,receiver operating cha-
racteristics) krivky pomocou software MedCalc® (Med-
Calc Software, Belgicko). Ako referencni metodu sme pri
kalkulacii charakteristik LTT aj ELISA testu vyuZili epiku-
tanne testy, ktorych vysledky sme pre tento vypocet pova-
zovali za zodpovedajice redlnemu stavu, za skuto¢ne po-
zitivne resp. skuto¢ne negativne. Senzitivnost konkrétne-
ho testu pre stanovenu hranicu pozitivnosti je v percentach
vyjadreny pomer poctov testom spravne uréenych ako po-
zitivne a vSetkych skutocne pozitivnych vysledkov, neiden-
tifikované s falo§ne negativne vysledky. Specifickost je pri
stanovenej hranici pozitivnosti v percentich vyjadreny po-
mer poctov testom spravne urcenych ako negativne
a vSetkych skuto¢ne negativnych vysledkov, nespravne iden-
tifikované su falo$ne pozitivne vysledky. Spravnost (,,accu-
racy®) je vyjadrenim schopnosti testu poskytniit pravdivy
diagnosticky zaver pri stanovenej hranici pozitivnosti vy-
Setrovanej hodnoty. Je to v percentich vyjadreny pomer po-
¢tov vietkych spravne urcenych (negativnych aj pozitivnych)
vysledkov a vSetkych vySetrenych osob (10).

Statistika

Na Statistické hodnotenie vyznamnosti rozdielu vy-
sledkov LTT resp. ELISA testu medzi sibormi vySetrenych
0s0b sme pouZili neparametricky Mannov-Whitneyov test.
Statisticki vyznamnost rozdielov vysledkov testu pri pou-
Ziti. Cerstvo izolovanych a zmrazenych mononukledrnych
buniek, resp. pri pouZiti buniek z dvoch réznych odberov
krvi sme hodnotili neparametrickym parovym Wilcoxono-
vym testom. Koreldcie sme hodnotili neparametrickym Spe-
armanovym testom. Za Statisticky vyznamni sme povaZzo-
vali hodnotu p <£0,5. Pouzili sme software StatView® (SAS
Institute Inc., USA).

VYSLEDKY

Vysledky epikutdnnych testov so siranom nikelnatym
anamerané hodnoty stimula¢ného indexu a sekretovaného
IL-5 po stimulécii mononuklearnych buniek periférnej krvi
u vSetkych vySetrenych osob st zhrnuté v tab. 1.

Na obr. 1 st zndzornené vysledky vySetreni proliferac-
nej odpovede Cerstvo izolovanych mononukledrnych buni-
ek periférnej krvi na in vitro stimulaciu ionmi Ni2+, vyjad-
rené ako stimulacné indexy v obidvoch vySetrenych subo-
roch. Lymfocyty pacientov s kontaktnym ekzémom (prie-
mer x = 24,20; strednd chyba priemeru SEM = 4,05) rea-
govali v teste Statisticky vysoko signifikantne intenzivnej-
Sie ako lymfocyty zdravych dobrovolnikov (priemer x = 2,35;
SEM = 0,35) (p < 0,0001).

Lymfocyty v kontrolnych, nestimulovanych kultarach
pacientov aj zdravych osob spontdnne produkovali len mi-
nimélne mnoZstva IL-5 a bunky zdravych osob nereagova-
li na stimuldciu niklom Statisticky vyznamnym zvySenim
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Tab. 1. Vysledky epikutannych testov a namerané hodnoty stimula¢ného indexu a sekrécie IL-5 po stimulacii mononuklear-

nych buniek periférnej krvi niklom

Cislo Subor Epikutanny test LTT stimula¢ny index (SI) ELISA IL-5
s NiSO4 Cerstvé lymfocyty Zmrazené (pg/ml)
lymfocyty
odber 1 odber 2 z odberu 1
1 pacient ++ 7,7 11,3 5.4 225
2 pacient +++ 59,9 47,9 50,2 825
3 pacient e 44.5 53,7 51,3 400
4 pacient ++ 2,8 5,0 3,0 77
5 pacient +++ 17,4 32,6 27,6 628
6 pacient ++ 41,5 19,6 29,7 82
7 pacient +++ 21,3 25,1 28,7 372
8 pacient ++ 21,8 11,3 15,1 134
9 pacient ++ 4.5 6,1 3,1 62
10 pacient ++ 3,1 5,7 2,4 265
11 pacient ++ 43 N* N 41
12 pacient ++ 12,3 N N 213
13 pacient +++ 37,7 N N 297
14 pacient +++ 29,5 N N 382
15 pacient e 16,8 N N 411
16 pacient ++ 13,5 N N 53
17 pacient +++ 49,7 N N 945
18 pacient ++ 11,1 N N 113
19 pacient +++ 31,4 N N 336
20 pacient +++ 53,2 N N 715
21 kontrola - 1,0 N 1,2 9
22 kontrola - 1,8 N 1,6 10
23 kontrola - 1,1 N 1,4 0
24 kontrola - 3,0 N 2,2 46
25 kontrola - 3,2 N 2,0 5
26 kontrola - 1,0 N 1,0
27 kontrola - 1,3 N 2,3 0
28 kontrola - 1,3 N 1,0 0
29 kontrola - 1,0 N 1,4 75
30 kontrola - 6,1 N 3,6 111
31 kontrola - 2.4 N N 0
32 kontrola - 1,8 N N 5
33 kontrola - 3,2 N N 17
34 kontrola - 4,8 N N 37
35 kontrola - 1,0 N N 0
36 kontrola - 5,6 N N 22
37 kontrola - 1,6 N N 9
38 kontrola - 1,4 N N 0
39 kontrola - 2,9 N N 0
40 kontrola - 1,4 N N 8

* % <
N = nevySetrené

sekrécie cytokinu v porovnani s bazalnou, nestimulovanou
produkciou. Niklom stimulované mononukledrne bunky pe-
riférnej krvi pacientov s precitlivenostou na nikel produko-
vali signifikantne viac IL-5 (priemer x = 328,80 pg/ml, SEM
= 59,59 pg/ml) ako bunky kontrolnych osob (priemer x =
17,70 pg/ml, SEM = 6,55 pg/ml) (p < 0,0001). MnoZstva
niklom-indukovaného IL-5 sekretovaného do supernatan-
tov kultir mononukledrnych buniek periférnej krvi oboch
vySetrenych stiborov si zndzornené na obr. 2.

Z analyzy ROC kriviek pri zohladneni poZiadavky ¢o naj-
vyS$Sej senzitivnosti a sucasne Specifickosti oboch testov vy-
plynuli hranice pozitivnosti pre LTT test stimulacny index
S.I. = 3,3 a pre ELISA test koncentracia IL-5 = 47 pg/ml.
Charakteristiky pouZitych testov pri tychto hraniciach po-
zitivnosti s uvedené v tab. 2.

Namerané hodnoty stimula¢ného indexu v subore pa-
cientov signifikantne korelovali s intenzitou reakcie v epi-
kutdnnom teste (korela¢ny koeficient r = 0,711; p =
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Obr. 1. Proliferacna odpoved mononuklearnych buniek
periférnej krvi na stimulaciu niklom v sibore pacientov
s kontaktnou precitlivenostou na nikel a v kontrolnom siibo-
re zdravych osob. Vodorovnymi ¢iarami st znazornené pri-
emerné hodnoty stimula¢ného indexu v oboch siiboroch.

0,0019), rovnako ako vysledky stanovenia sekrécie IL-5
(r = 0,867; p = 0,0002). Vysledky LTT a ELISA testov
v pacientskom subore signifikantne korelovali aj navzdjom
(r=0,692; p=0,0026) (obr. 3).

Medzi hodnotami stimulacného indexu ziskanymi pri vy-
Setreni Cerstvo izolovanych mononukledrnych buniek po-
chadzajucich z dvoch rdoznych odberov krvi od 10 pacien-
tov s kontaktnym ekzémom nebol $tatisticky signifikantny
rozdiel. Ani v jednom pripade sme nezaznamenali dyskor-
danciu diagnostického zaveru testu pri porovnani vysled-
kov vySetreni lymfocytov z prvého a druhého odberu.

Ani Statistické vyhodnotenie nameranych hodnot stimu-
la¢ného indexu pri vySetreni Cerstvo izolovanych
a v zmrazenom stave skladovanych mononukledrnych bu-
niek z periférnej krvi 10 pacietov s kontaktnym ekzémom
a 10 zdravych kontrolnych 0sob neukazalo signifikantny roz-
diel v proliferacnej odpovedi Cerstvych a skladovanych lym-
focytov. V pripade jedného pacienta s kontaktnym ekzémom
(¢islo 1 v tab. 1), ktory bol pri vySetreni Cerstvo izolova-
nych lymfocytov testom spravne oznaceny ako precitlive-

Obr. 2. Sekrécia IL-5 mononuklearnymi bunkami periférnej
krvi po stimulacii niklom v siibore pacientov s kontaktnou
precitlivenostou na nikel a v kontrolnom siibore zdravych
0sob. Vodorovnymi ¢iarami st znazornené priemerné hod-
noty sekretovaného IL-5 v oboch stiboroch.
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Obr. 3. Korelacia prolifera¢nej a sekrecnej odpovede mono-
nuklearnych buniek periférnej krvi na stimuldciu niklom
v stibore pacientov s kontaktnym ekzémom.

Tab. 2. Charakteristiky hodnotenych testov pri uvedenej hranici pozitivnosti

Test Hranica pozitivnosti Senzitivnost Specifickost Spravnost
[% (95% CI%)] [% (95% CI)] [%]
LTT™ 3.3 90,0 85,0 86
(S.Ly*™* (68,3 —98,5) (62,1 —96,6)
ELISA 47 (pg/ml) 95,0 90,0 93
(IL-5) (75,1 -99.2) (68,3 -98.5)

“95% CI = 95% konfiden¢ny interval, “*LTT = lymfocytotransformacny test, “**S.I. = stimulaény index
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ny na nikel, sme vSak pri vySetreni skladovanych lymfo-
cytov zaznamenali slabSiu proliferacnt odpoved vedicu
k faloSne negativnemu vysledku.

DISKUSIA

Sucasny ,,zlaty Standard” diagnostiky kontaktného ek-
zému, epikutinne testy, majt niektoré obmedzenia a ich vy-
uzitie nie je vZdy moZné resp. bezproblémové. Okruh kon-
traindikdcii ich aplikacie nie je Siroky a zvdcSa sa jednd
o kontraindikdcie docasné. Zavaznej$im faktorom je sub-
jektivny charakter od¢itania ich vysledkov. Napriek snahdm
v8ak ani sti¢asné najmodernejSie metddy merania prietoku
krvi, intenzity erytému alebo zmien objemu koZe nedoka-
Zu nahradit inS§pekciu, palpaciu a klinicku skusenost leka-
ra, aj ked v ostatnom Case sa objavili spravy o moznom vy-
uziti reflektan¢nej konfokalnej mikroskopie (32). Tazkos-
ti m6Zu vznikat aj pri interpretécii vysledkov koZnych tes-
tov. V klinickej praxi nezriedka vznikaja problémy predov-
Setkym s hodnotenim relativne Castych pozitivnych, ale kli-
nicky a anamnesticky irelevantnych reakcii (11), alebo
s odliSenim reakcii toxickych (iritacnych). Pri¢inou falos-
ne negativnej reakcie byva naj¢astejSie chyba v technike tes-
tovania, ale napriklad Rustemeyer a spolupracovnici (30)
zaznamenali v $tidii s pacientmi alergickymi na nikel aZ 46%
falo$ne negativnych vysledkov pri epikutdnnom testovani
na $pecializovanom pracovisku a ich vysledky nie je moz-
né vysvetlit nespradvnym postupom pri testovani. Pri¢inou
mohli byt fyzikdlno-chemické faktory ovplyviiujice pene-
traciu resp. vizbu alergénu. Aj Stidie reprodukovatelnosti
epikutdnnych testov poukdzali na urcity problém pri hod-
noteni vysledkov tohto vySetrenia. Napriklad porovnanie
reakcii na dve rovnaké sady kontaktnych alergénov apliko-
vané sucasne na protilahlé polovice chrbta ukazalo tplna
dyskordanciu, t.j. negativny vysledok na jednej a pozitivny
vysledok testu s tym istym alergénom na druhej strane chr-
bta, u 8% z 383 pacientov (2). Potencidlnym, aj ked len mi-
nimilnym, rizikom pri epikutinnom testovani je aj moZnost
aktivnej senzibilizacie dovtedy neprecitliveného pacienta,
najma pri testovani niektorych alergénov s vyS$Sim senzi-
biliza¢nym potencidlom (napr. zmes seskviterpénlaktonov
alebo primin) (20, 21).

Tazkosti pri hodnoteni vysledkov epikutineho testova-
nia je mozné v niektorych pripadoch vyriesit jeho doplne-
nim vytestovanim pacienta otvorenou metodou — napriklad
testom opakovanej otvorenej aplikiacie (ROAT — , repeated
open application test”). Inym moZnym rieSenim je vyuZi-
tie in vitro vySetrovacej metddy, ktord by sa mohla uplat-
nit nielen ako doplnkova k epikutdnemu testovaniu, ale aj
ako alternativna v pripade kontraindikécie alebo iného dovo-
du nemoznosti realizacie koZnych testov. S vynimkou oje-
dinelych Stadii moZnosti vyuZitia testu inhibicie migrécie
makrofagov (35) sa pozornost sistreduje predovsetkym na
hodnotenie podozrievanym alergénom indukovanej proli-
feracnej alebo sekre¢nej odpovede lymfocytov z periférnej
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krvi pacienta. Proliferacna reakcia sa hodnoti najcastejSie
pomocou lymfocytotransformacného testu (LTT) alebo jeho
modifikécii, sekre¢nd odpoved sa moZe hodnotit meranim
produkcie roznych cytokinov pomocou ELISA alebo ELIS-
pot testu (3).

Spolo¢nou nevyhodou prolifera¢ného aj sekre¢ného
testu je moznost ich uplatnenia len v pripade vo vode roz-
pustnych alergénov, proliferacny test znevyhodiiuje vyuZi-
tie rddioaktivneho tricia (aj ked sa jedn4 o slaby Ziari¢). Na
druhej strane, vysledky tychto testov mozno objektivne vy-
hodnotit, nevyZaduju kontakt pacienta s potencidlne senzi-
bilizujicimi substanciami a vyraznej$ie neobmedzuji jeho
aktivity. Doteraz boli v experimentdlnych Stidiach
a ojedinelych klinickych kazuistikach niektorym z tychto
testov hodnotené reakcie lymfocytov periférnej krvi len na
niektoré zo Sirokej Skdly potencidlnych kontaktnych aler-
génov — najcastejSie na nikel, ale aj na iné kovy, niektoré
lieky na topické pouZitie, metylizotiazolindny, vonné lat-
ky alebo parafenyléndiamin (17, 27). Dokazom o tom, Ze
o takuato diagnosticki moznost je skuto¢ny zaujem, je dis-
kusia, ktora sa rozputala na strankach ¢asopisu Contact Der-
matitis, ked sa v ilom objavil ¢lanok referujuci o ispeSnom
vyuziti LTT testu na dokaz precitlivenosti pacienta na mi-
noxidil v roztoku na lokélne pouZitie (1, 17, 24, 37). Na dru-
hej strane, Casto referovand nedostato¢nd senzitivnost
a/alebo Specifickost tychto metdd zatial brani ich rutinne-
mu vyuZitiu v praxi a je aj dovodom snah o zlepSenie ich
vypovednej hodnoty priddvanim reaktivitu-stimulujicich
cytokinov (najmd IL-4, IL-7 a IL-12, resp. ich zmesi) do kul-
tivaného média, tak v pripade LTT ako aj ELISA, resp.
ELISpot testov (27, 30, 31). Takyto postup moZe Specific-
ku proliferdciu alebo sekréciu cytokinov vyrazne zosilnit,
znamend vSak umely zasah a tym aj potencidl ovplyvnenia
priebehu reakcie a zvySené riziko nespravneho vyhodno-
tenia jej vysledku.

V sulade so su¢asnym nizorom na etiopatogenézu kon-
taktného ekzému viaceri autori dokézali, Ze lymfocyty pe-
riférnej krvi alergického pacienta mozu po stimulacii rele-
vantnym kontaktnym alergénom sekretovat cytokiny typu
1 (IL-2, interfer6én IFN-y) aj typu 2 (IL-4, IL-5, IL-13) (16,
23, 25). Produkcia cytokinov typu 2 je pritom nezavisld na
atopickej konstiticii pacienta (5, 33). V roznych Stididch
boli preto hodnotené testy zaloZené na indukcii sekrécie roz-
dielnych cytokinov, ich diskrimina¢nd schopnost odliSit ne-
alergickych a precitlivenych jedincov sa liila v zavislosti
od vySetrovaného alergénu. Interferon v sa napr. ukazal ako
nevhodny na odlienie jedincov alergickych na nikel (31),
ale s vysokou senzitivnostou aj $pecifickostou diagnostiko-
val pacientov s kontaktnym ekzémom vyvolanym zlatom
(10). Pri vySetrovani precitlivenosti na nikel autori hodno-
tili ako najvyhodnejsie vyuZitie sledovanie sekrécie IL-2,
IL-4, IL-5 alebo IL-13, a to tak v systémoch bez ako aj
s pridanim stimula¢nych cytokinov (19, 26, 31).

V nasej Stadii sme v ELISA teste na diagnostiku niklom
vyvolaného kontaktného ekzému zvolili ako indikatorovy
cytokin IL-5, ktory je nestimulovanymi lymfocytmi sekre-
tovany len v minimélnych mnoZstvich, na rozdiel od
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IL-13 (19). Nevyhodou vyuzitia ELISA testu s IL-4
v porovnani s IL-5 je moZnost konzumpcie IL-4 kultivova-
nymi bunkami, pretoZe vietky typy mononuklearnych bu-
niek periférnej krvi exprimuju IL-4 receptor (ale nie IL-5 re-
ceptor) a mozZu tento cytokin spotrebovavat (15). Podobne
sa na svoje receptory na lymfocytoch moze viazat aj IL-2.

Hodnotenie laboratornej metddy z hladiska jej potenci-
adlneho vyuZitia v diagnostike sa zvycajne opiera
o porovnanie s referenénym diagnostickym postupom, kto-
rého vysledky sa povazuju za zodpovedajtice skuto¢nosti.
V naSej Stadii sme za takyto referencny diagnosticky po-
stup povazovali epikutanne testovanie, hoci jeho senzitiv-
nost ani Specifickost nedosahuje 100%. Porovnanie vysled-
kov koZnych testov s anamnézou a klinickym obrazom vSak
umoziiuje vyclenit spomedzi vSetkych vySetrenych jedin-
cov podskupiny osob skutocne alergickych a skuto¢ne ne-
precitlivenych na testovany alergén. V naSej Stadii sme do
stiboru pacientov zaradili len osoby s klinicky relevantnym
pozitivnym vysledkom epikutdnneho testu a do kontrolné-
ho saboru len jedincov s negativnou anamnézou ekzémo-
vej dermatézy a negativhym vysledkom epikutdnneho
testu. Takyto vyber nds opravnil povaZovat zloZenie vySet-
renych suborov za zodpovedajtce skutoénému stavu reak-
tivity voci iénom niklu.

Stanovenie Specifickosti a senzitivnosti potencidlneho
diagnostického testu zavisi okrem spolahlivej referencne;j
met6dy aj od do urcitej miery arbitrarne urcenej hranice jeho
pozitivnosti. BeZnym postupom stanovenia tejto hranice je
jednoduché vyuzitie Statistickych charakteristik polohy
a rozptylu — priemernd hodnota v kontrolnom stbore
zvicSend o jej dve alebo tri smerodajné odchylky sa ako hra-
nica pozitivnosti ¢asto uplatiiuje napriklad pri konS$trukcii
roznych ELISA testov na sérologicku diagnostiku, ale aj pri
sledovani sekrécie cytokinov pri kontaktnom ekzéme (6, 26).
Tento postup zabezpeci vysoku Specifickost, ale Casto na
ukor senzitivnosti — vysoka hranica pozitivnosti nesie so se-
bou riziko testom poskytovanych falo$ne negativnych vy-
sledkov, hodi sa preto najmi pre testy konfirmacné. Inym
postupom stanovenia hranice pozitivnosti testu, ktory sa
v ostatnom ¢ase zacina viac vyuZzivat, je analyza ROC (,,re-
ceiver operating characteristics*) krivky. UmoZziiuje zvolit
takd hodnotu hranice, aby bol test ¢o najSpecifickejsi
a sucasne ¢o najsenzitivnejsi (10, 30) a jeho diagnostickd
hodnota ¢o najvysSia. V naSej Studii by napriklad vyuZitie
hranice pozitivnosti rovnej priemeru kontrolnej skupiny zvac-
Senému o tri smerodajné odchylky viedlo k zhorSeniu sprav-
nosti ELISA testu z 93 % na 85 %.

Potencidlna diagnosticka vySetrovacia metéda sa najca-
stejSie hodnoti pomocou stanovenia jej senzitivnosti, Spe-
cifickosti a spravnosti. UrCenie dalSich charakteristik tes-
tu, predovSetkym pozitivnej a negativnej prediktivnej hod-
noty, je mozné len pri zname;j prevalencii vySetrovanej cho-
roby v konkrétnej populacii resp. prevalencii zodpoveda-
jlicom zloZeni vySetrovanych stiborov (13), komplikujicim
je aj fakt, Ze prevalencia precitlivenosti na nikel je odli§-
nd medzi pohlaviami (29, 34). V naSej Studii preto predik-
tivne hodnoty testov neuvadzame.
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Specifickost aj senzitivnost LTT pri diagnostike kontakt-
nej precitlivenosti na nikel sa podla publikovanych skuse-
nosti pohybuje v Sirokom rozmedzi, najcastejSie sa Speci-
fickost testu uddva medzi 60 %-80 %, senzitivnost
v rozsahu 60 %-95 % (30, 35). Podla naSich vysledkov s
charakteristiky testu na hornych hraniciach tychto udava-
nych rozmedzi a preto aj nami vyhodnotena spravnost tes-
tu je vyrazne vysSia ako hodnota 68 %, ktori zaznamena-
li Rustemeyer a spolupracovnici (30). Rovnako ako
v pripade alergénom indukovane;j proliferacie lymfocytov
aj pri hodnoteni sekre¢nej odpovede lymfocytov na stimu-
laciu niklom sa zavery autorov velmi liSia. Moed so spo-
lupracovnikmi (27) pomocou sledovania sekrécie IL-5
v ELISA teste dokézali precitlivenost u vSetkych siedmich
vySetrenych pacientov s kontaktnym ekzémom vyvolanym
tymto kovom, v kontrolnej skupine siedmich zdravych os6b
zaznamenali jeden falo$ne pozitivny vysledok. Naopak, Rus-
temeyer so spolupracovnikmi (30) po vySetreni 156 0s6b
vyhodnotili senzitivnost IL-5 ELISA testu ako potencial-
nej diagnostickej metddy na dokaz alergie na nikel len na
61 % a jeho Specifickost na 84 %. A7 pridanie stimula¢nych
cytokinov do kultiva¢ného média zvysilo spravnost ich tes-
tuzo 75 % na 83 %.

Charakteristiky oboch nami hodnotenych testov na di-
agnostiku kontaktného ekzému na nikel patria pri porovani
s hodnotami publikovanymi inymi autormi medzi najlep-
Sie. Rozdiely v hodnoteni testov m6Zu mat viaceré priciny.
Okrem uZ diskutovanej otdzky postupu stanovenia hrani-
ce pozitivnosti testu to moZu byt aj iné faktory technické-
ho charakteru — napriklad v predbeZnych experimentoch sta-
novend optimalna pouZit4 koncentricia alergénu alebo diz-
ka inkubécie lymfocytov s alergénom. Urciti minimalnu pro-
lifera¢nti odpoved lymfocytov na stimuldciu iénmi niklu sme
zaznamenali aj v kontrolnom suibore. Sved¢i to o miernom
neSpecifickom, mitogénnom ucinku niklu. NavySe, prili§
vysoka koncentricia niklu moZe posobit na lymfocyty to-
xicky (25). Nami pouZitd koncentricia siranu nikelnatého
bola stanovena v predbeZznych experimentoch tak, aby bola
zabezpecend dostatocna senzitivnost oboch metdd na jed-
nej strane a suc¢asne minimalizovany neSpecificky stimu-
la¢ny a pripadny toxicky tc¢inok niklu na strane druhej. Po-
dobne, optimdlne zvoleny cas inkubdcie lymfocytov
s alergénom moZe velmi ovplyvnit charakteristiky testu —
sekrécia roznych cytokinov mé odli$nt dynamiku (10). Dole-
zitym faktorom je aj vySetrenie dostatocne vysokych poctov
0sOb a to tak v pacientskom ako aj kontrolnom stbore,
z tohto hladiska povazujeme zavery nasej Stidie za pred-
bezné a bude nutné ju rozsirit o vySetrenie dalSich osob.

Dovodom vysokej senzitivnosti aj Specifickosti nami po-
uzitych testov mdzZe byt aj vylucenie atopickych osob
z vySetrovanych stborov. Vi¢§ina inych autorov atopicki
konstituciu vySetrovanych osob neskimala. Kontraindika-
ciou zaradenia do nasSej Stadie bola u pacientov aj kontrol-
nych os6b anamnéza, laboratérny ndlez alebo klinicky ob-
raz svedciaci pre akukolvek formu atopie. Atopické kon-
Stitdcia je spojend s dysbalanciou v systéme subpopulacii
lymfocytov, ktord by mohla ovplyvnit vysledky testu zalo-
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Zeného na hodnoteni proliferacnej alebo sekre¢nej aktivi-
ty tychto buniek (7). Na druhej strane, v praxi vyuZivany
vySetrovaci test musi umoZznit urobit diagnosticky zaver
s dostatocne vysokou spravnostou u vietkych vySetrovanych
0s0b, bez ohladu na ich atopicky status alebo choroby. Zhod-
notenie charakteristik nami pouZzitych testov pri vySetreni
kontaktnej precitlivenosti na nikel v stibore atopickych 0sob
a v z tohto hladiska neselektovanom suibore bude obsahom
nasej dalSej Stadie.

Len Statisticky nesignifikantné rozdiely vysledkov vy-
Setreni proliferac¢nej reakcie na stimuldciu niklom a najmi
nezmeneny diagnosticky zaver LTT testu pri vySetreni lym-
focytov pochéddzajucich z dvoch réznych odberov krvi
s ¢asovym odstupom 3—4 mesiacov v malom podsubore na-
Sich pacientov naznacuji dobrd reprodukovatelnost testu.
Vyhodnou je aj moZnost pouZitia v zmrazenom stave
skladovanych lymfocytov, aj ked nami pozorovany pripad
falo$ne negativneho vysledku LTT testu pri vySetreni roz-
mrazenych buniek jedného z pacientov poukazuje na moz-
nost ovplyvnenia ich proliferacnej schopnosti v procese
zmrazovania resp. rozmrazovania. Bol vSak zavineny
pravdepodobne len technickou chybou v tomto procese. Via-
ceri autori postup skladovania lymfocytov v zmrazenom sta-
ve vo svojich Stiudidch pouzili, a to tak pri LTT, ako aj
ELISA, resp. ELISpot testoch (26, 27). Nezmenenti schop-
nost rozmrazenych lymfocytov sekretovat po stimuldcii mi-
togénom cytokiny dokdzali Wang so spolupracovnikmi (36).

Zaverom, naSe vysledky naznacuji moznost vyuZzitia LTT
aj IL-5 ELISA testu na in vitro diagnostiku kontaktného ek-
zému vyvolaného niklom. Stanovenie niklom indukovane;j
sekrécie IL-5 pritom dosiahlo vy$Siu Specifickost, senzitiv-
nost a spravnost testu ako hodnotenie proliferacnej reakcie.
Rozsirenie vySetrenych siborov je v§ak nevyhnutné na po-
tvrdenie tychto zaverov.
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