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Súhrn

Diagnostika kontaktného ekzému in vitro – vy‰etrenie mononukleárnych buniek peri-
férnej krvi pacientov s kontaktnou precitlivenosÈou na nikel lymfocytotransformaãn˘m
testom a metódou ELISA na stanovenie interleukínu 5

Diagnostika etiológie kontaktného ekzému sa v súãasnosti opiera takmer v˘luãne o v˘sledky epikutánnych
koÏn˘ch testov, ktoré v‰ak majú viaceré nedostatky a poÏiadavka alternatívnej diagnostickej metódy reál-
ne jestvuje. Cieºom na‰ej práce bolo zhodnotenie dvoch laboratórnych metód z hºadiska ich moÏného vyu-
Ïitia na in vitro diagnostiku kontaktnej precitlivenosti na nikel. Pomocou vy‰etrenia mononukleárnych bu-
niek periférnej krvi súborov pacientov s kontaktn˘m ekzémom a zdrav˘ch osôb bez kontaktnej precitlive-
nosti sme zisÈovali charakteristiky lymfocytotransformaãného testu a ELISA testu na stanovenie interleukí-
nu 5 (IL-5) ako potenciálnych diagnostick˘ch testov. Na‰e v˘sledky naznaãujú moÏnosÈ vyuÏitia oboch tes-
tov na in vitro diagnostiku niklom vyvolaného kontaktného ekzému. Roz‰írenie vy‰etren˘ch súborov je v‰ak
nevyhnutné na potvrdenie tohto záveru.

Kºúãové slová: diagnostika – kontaktn˘ ekzém – lymfocytotransformaãn˘ 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

Poznámka: Laboratórna ãasÈ práce bola vypracovaná poãas ‰tudijného pobytu autora na KoÏnej klinike Karolinskej univerzitnej ne-
mocnice v ·tokholme
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ÚVOD

Kontaktn˘ ekzém patrí medzi najãastej‰ie sa vyskytuj-
úce choroby koÏe, ãasto má charakter profesionálnej der-
matózy a jeho sociálno-ekonomické dôsledky môÏu byÈ pre
postihnut˘ch jedincov a celú spoloãnosÈ znaãné. Diagnos-
tika príãiny kontaktného ekzému sa v súãasnosti opiera tak-
mer v˘luãne o v˘sledky epikutánnych koÏn˘ch testov, kto-
ré sú v prípade súladu s anamnestick˘mi údajmi a klinick˘m
obrazom jedin˘m kritériom podporujúcim diagnózu. Epi-
kutánne testovanie v‰ak má aj niektoré nedostatky – ich od-
ãítanie je subjektívnou interpretáciou zrakového vnemu a je
závislé od skúsenosti vy‰etrujúceho (4), v˘sledky môÏu byÈ
ovplyvnené pôsobením hormónov, niektor˘ch liekov ale-
bo ultrafialového Ïiarenia a nezanedbateºná je aj ãasová ná-
roãnosÈ vy‰etrenia. Navy‰e, kontraindikácie, respektíve ÈaÏ-
kosti technického charakteru, bránia vyuÏitiu epikutánne-
ho testovania napr. u tehotn˘ch Ïien alebo u pacientov
s generalizovan˘mi zápalov˘mi dermatózami, diskutova-
ná je aj otázka moÏnosti senzibilizácie pacienta expozíci-
ou kontaktnému alergénu. SenzitívnosÈ a ‰pecifickosÈ epi-
kutánnych testov sa odhaduje na 70 %–80 % (12), hodno-
tenie ich reprodukovateºnosti poukázalo na moÏnosÈ dys-
kordantn˘ch v˘sledkov pri opakovanom vy‰etrení pacien-
ta t˘m ist˘m alergénom s ãasov˘m odstupom (18). Mno-
ho úsilia bolo preto venovaného hºadaniu alternatívnych,
predov‰etk˘m in vitro diagnostick˘ch postupov, ktoré by
mohli doplniÈ a prípadne aj nahradiÈ epikutánne koÏné tes-
ty pri diagnostike príãiny kontaktného ekzému.

V patogenéze kontaktného ekzému rozhodujúcu úlohu
zohráva oneskorená, bunkami sprostredkovaná precitlive-
nosÈ a efektorov˘mi bunkami sú tak CD4 ako aj CD8 T-lym-
focyty (8). Pri ‰túdiu moÏností in vitro diagnostiky tejto der-
matózy sa preto pozornosÈ sústreìuje predov‰etk˘m na vy-
‰etrenie reakcie lymfocytov periférnej krvi pacienta na kon-
takt s podozrievan˘m alergénom. Najviac ‰tudovan˘m in
vitro ukazovateºom precitlivenosti pacienta je antigénom in-
dukovaná proliferácia lymfocytov – v tzv. lymfocytotrans-
formaãnom teste (LTT) sa prostredníctvom kvantitatívne-
ho stanovenia inkorporácie tríciom rádioaktívne znaãené-
ho tymidínu do novosyntetizovanej DNA deliacich sa bu-
niek hodnotí stupeÀ ich proliferaãnej reakcie (9, 14, 17, 28,
35). V ostatn˘ch rokoch sa objavili práce hodnotiace in˘
moÏn˘ in vitro diagnostick˘ postup – sledovanie podo-
zrievan˘m alergénom indukovanej sekrécie rôznych cyto-
kínov pomocou ELISA alebo ELISpot testov (19, 26, 30).
V̆ sledky ‰túdií rôznych autorov sa v‰ak znaãne rozchád-
zajú v hodnotení vyuÏiteºnosti t˘chto testov pri diagnosti-
ke kontaktného ekzému.

V na‰ej práci sme prostredníctvom vy‰etrenia súboru pa-
cientov s kontaktnou precitlivenosÈou na nikel a kontrolného
súboru zdrav˘ch dobrovoºníkov hodnotili charakteristiky
lymfocytotransformaãného testu a ELISA testu na stanove-
nie interleukínu (IL)-5 ako potenciálnych diagnostick˘ch
testov pri kontaktnom ekzéme.

METÓDY

Vy‰etrené súbory
Vy‰etren˘ súbor pacientov tvorilo 20 osôb (17 Ïien a 3

muÏi) vo veku 18–50 rokov (priemer 38,9 roka) s klinick˘m
obrazom kontaktného ekzému a diagnózou potvrdenou po-
zitívnym v˘sledkom epikutánneho testu, hodnoten˘m ako
reakcia ++ alebo +++ intenzity. Do súboru boli zaradení len
pacienti s kontaktnou precitlivenosÈou na nikel (v niektor˘ch
prípadoch aj na kobalt), ale nie na iné alergény zo ‰tandard-
nej série epikutánnych testov. Kontroln˘ súbor tvorilo 20
zdrav˘ch dobrovoºníkov (14 Ïien a 6 muÏov) vo veku 19–48
rokov (priemer 30,7 roka) s negatívnym v˘sledkom vy‰et-
renia rutínnej série epikutánnych testov. Podmienkou zara-
denia do ‰túdie bola u pacientov aj kontroln˘ch osôb ne-
gatívna osobná anamnéza atopie, fyziologická hodnota hla-
diny celkového IgE a negatívne skríningové vy‰etrenie ‰pe-
cifick˘ch IgE voãi zmesi 11 najroz‰írenej‰ích inhalaãn˘ch
atopick˘ch alergénov (pele stromov, tráv a burín, vzdu‰né
plesne, roztoãe Dermatophagoides, epitélie psa a maãky)
(Phadiatop®, Pharmacia Diagnostics, Uppsala, ·védsko).

Izolácia a skladovanie mononukleárnych leukocytov
Od v‰etk˘ch vy‰etren˘ch osôb sme odobrali venepunk-

ciou po 30 ml venóznej krvi. Od pacientov sme krv odo-
berali poãas remisie ekzému, Ïiadny z nich neuÏíval v ãase
odberu systémové kortikosteroidy alebo iné lieky
s imunomodulaãn˘m úãinkom. Medzi epikutánnym testo-
vaním a odberom krvi bol u v‰etk˘ch vy‰etren˘ch osôb od-
stup najmenej 6 t˘ÏdÀov. Od 10 pacientov sme krv odob-
rali dvakrát, s ãasov˘m intervalom 3–4 mesiacov. Mono-
nukleárne leukocyty sme izolovali z heparinizovanej venóz-
nej krvi pomocou centrifugácie vo Ficoll-Paque Plus® (Phar-
macia Biotech, Sollentuna, ·védsko). Získanú bunkovú sus-
penziu sme pouÏili v LTT teste resp. ELISA teste s ãerstvo
izolovan˘mi lymfocytmi, u 10 pacientov a 10 kontroln˘ch
osôb sme ãasÈ suspenzie po postupnom zmrazení v médiu
RPMI-1640 (Gibco BRL, Life Technologies Ltd., Paisley,
Veºká Británia), obsahujúcom 20 % ºudského teplom-inak-
tivovaného AB+ séra a 7,5 % dimetysulfoxidu (Sigma,
Saint Louis, Missouri, USA), skladovali v koncentrácii 1x107

buniek/ml pri – 150 °C po dobu niekoºk˘ch mesiacov
a v LTT teste pouÏili po rozpustení, premytí v kultivaãnom
médiu a kontrole viability pomocou testu s trypanovou mod-
rou.

Epikutánne testy
Rutínna séria alergénov pre epikutánne testovanie (Che-

motechnique Diagnostics, Malmö, ·védsko) bola apliko-
vaná na koÏu chrbta v‰etk˘ch vy‰etren˘ch osôb v komôrkach
Finn Chambers® (Epitest, Helsinki, Fínsko) po dobu 48 ho-
dín a v˘sledky testov boli odãítané 30 minút po ich sÀatí
a znovu po ìal‰ích 48 hodinách. Intenzita reakcie bola se-
mikvantitatívne hodnotená v rozsahu – aÏ +++, podºa od-
poruãenia ICDRG („International Contact Dermatitis Re-
search Group”) (22).
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Lymfocytotransformaãn˘ test
Mononukleárne bunky izolované z periférnej krvi sme kul-

tivovali v koncentrácii 2x106 buniek/ml v médiu RPMI-1640
doplnenom o L-glutamín (2 µmol/ml), streptomycín
(100 µg/ml), penicilín (100 IU/ml) (v‰etko Gibco BRL, Life
Technologies Ltd., Paisley, Veºká Británia) a 10 % teplo-
minaktivovaného ºudského AB+ séra. Bunky od kaÏdej vy-
‰etrenej osoby sme kultivovali v 12 jamkách 96-jamkovej
mikrotitraãnej do‰tiãky s ploch˘m dnom (Falcon, Becton Dic-
kinson Labware, Franklin Lakes, New Jersey, USA) pri
37 °C v atmosfére s 5 % CO2. Po 30-minútovej preinkubá-
cii sme do 6 jamôk pridali ku 100 µl suspenzie buniek po
20 µl roztoku NiSO4.6H2O (Merck, Darmstad, Nemecko)
vo fyziologickom roztoku NaCl (9 mg/ml) tak, aby v˘sled-
ná koncentrácia síranu nikelnatého bola 3,8.10-5 mol/l.
K bunkám v druhej, kontrolnej ‰estici jamôk sme pridali po
20 µl fyziologického roztoku NaCl. Kultúry sme inkubova-
li po dobu 5 dní a na posledn˘ch 6 hodín sme do kaÏdej jam-
ky pridali 0,5 µCi 3H-tymidínu (‰pecifická aktivita
5 Ci/mmol, Pharmacia-Amersham, Buckinghamshire,
Veºká Británia) v 10 µl fyziologického roztoku NaCl. Po
ukonãení kultivácie sme bunky pomocou podtlaku (Skatron
cell harvester, Molecular Devices Co., Sunnyvale, Califor-
nia, USA) preniesli na filter zo sklen˘ch vláken a po ich vy-
su‰ení sme rádioaktivitu inkorporovanú do deliacich sa bu-
niek z kaÏdej jamky merali na scintilaãnom spektrofotomet-
ri Packard (Packard BioScience Co., Meriden, Connecticut,
USA). V̆ sledok sme vyjadrili vo forme stimulaãného inde-
xu (SI), ktor˘ je pomerom priemerného poãtu impulzov za
minútu (cpm) v jamkách s bunkami stimulovan˘mi niklom
a v kontroln˘ch jamkách.

ELISA test na stanovenie IL-5
500 µl suspenzie ãerstvo izolovan˘ch mononukleárnych

buniek s koncentráciou 2x106 buniek/ml média sme 6 dní
inkubovali (v rovnakom kultivaãnom médiu ako pri LTT
teste) v plastov˘ch skúmavkách so 100 µl roztoku síranu
nikelnatého (38 µmol/l) pri 37 °C v atmosfére obohatenej
o 5 % CO2. Kontrolné, nestimulované kultúry boli nami-
esto niklu doplnené o 100 µl fyziologického roztoku NaCl
(9 mg/ml). Po ukonãení kultivácie sme bunky odstránili cent-
rifugáciou a supernatanty skladovali zmrazené pri -70 °C.
Na vy‰etrenie obsahu cytokínov v supernatantoch sme pou-
Ïili metódu enz˘movej imunosorbentovej anal˘zy s vyuÏitím
setu na stanovenie IL-5 (human DuoSet ELISA development
systems, R&D systems, Minneapolis, MN, USA). Od
hodnoty adsorbancie nameranej vo vy‰etrovanej vzorke sme
odãítali hodnotu adsorbancie v nestimulovanej vzorke (na
vylúãenie vplyvu spontánnej sekrécie cytokínu)
a koncentráciu niklom-indukovanej produkcie interleukí-
nu v supernatante sme stanovili odãítaním z kalibraãnej kriv-
ky.

V˘poãet charakteristík testov LTT a ELISA
Pri arbitrárnom stanovení hraníc pozitívnosti LTT aj ELI-

SA testu sme vychádzali z v˘sledkov v kontrolnom súbo-
re a urãili sme ich tak, aby test mal ão najvy‰‰iu senzitív-

nosÈ a súãasne aj ‰pecifickosÈ, t.j. poskytoval ão najniÏ‰í po-
ãet falo‰ne pozitívnych aj falo‰ne negatívnych v˘sledkov.
PouÏili sme metódu anal˘zy ROC („receiver operating cha-
racteristics“) krivky pomocou software MedCalc® (Med-
Calc Software, Belgicko). Ako referenãnú metódu sme pri
kalkulácii charakteristík LTT aj ELISA testu vyuÏili epiku-
tánne testy, ktor˘ch v˘sledky sme pre tento v˘poãet pova-
Ïovali za zodpovedajúce reálnemu stavu, za skutoãne po-
zitívne resp. skutoãne negatívne. SenzitívnosÈ konkrétne-
ho testu pre stanovenú hranicu pozitívnosti je v percentách
vyjadren˘ pomer poãtov testom správne urãen˘ch ako po-
zitívne a v‰etk˘ch skutoãne pozitívnych v˘sledkov, neiden-
tifikované sú falo‰ne negatívne v˘sledky. ·pecifickosÈ je pri
stanovenej hranici pozitívnosti v percentách vyjadren˘ po-
mer poãtov testom správne urãen˘ch ako negatívne
a v‰etk˘ch skutoãne negatívnych v˘sledkov, nesprávne iden-
tifikované sú falo‰ne pozitívne v˘sledky. SprávnosÈ („accu-
racy“) je vyjadrením schopnosti testu poskytnúÈ pravdiv˘
diagnostick˘ záver pri stanovenej hranici pozitívnosti vy-
‰etrovanej hodnoty. Je to v percentách vyjadren˘ pomer po-
ãtov v‰etk˘ch správne urãen˘ch (negatívnych aj pozitívnych)
v˘sledkov a v‰etk˘ch vy‰etren˘ch osôb (10).

·tatistika
Na ‰tatistické hodnotenie v˘znamnosti rozdielu v˘-

sledkov LTT resp. ELISA testu medzi súbormi vy‰etren˘ch
osôb sme pouÏili neparametrick˘ Mannov-Whitneyov test.
·tatistickú v˘znamnosÈ rozdielov v˘sledkov testu pri pou-
Ïití. ãerstvo izolovan˘ch a zmrazen˘ch mononukleárnych
buniek, resp. pri pouÏití buniek z dvoch rôznych odberov
krvi sme hodnotili neparametrick˘m párov˘m Wilcoxono-
v˘m testom. Korelácie sme hodnotili neparametrick˘m Spe-
armanov˘m testom. Za ‰tatisticky v˘znamnú sme povaÏo-
vali hodnotu p ≤ 0,5. PouÏili sme software StatView® (SAS
Institute Inc., USA).

V¯SLEDKY

V̆ sledky epikutánnych testov so síranom nikelnat˘m
a namerané hodnoty stimulaãného indexu a sekretovaného
IL-5 po stimulácii mononukleárnych buniek periférnej krvi
u v‰etk˘ch vy‰etren˘ch osôb sú zhrnuté v tab. 1.

Na obr. 1 sú znázornené v˘sledky vy‰etrení proliferaã-
nej odpovede ãerstvo izolovan˘ch mononukleárnych buni-
ek periférnej krvi na in vitro stimuláciu iónmi Ni2+, vyjad-
rené ako stimulaãné indexy v obidvoch vy‰etren˘ch súbo-
roch. Lymfocyty pacientov s kontaktn˘m ekzémom (prie-
mer x = 24,20; stredná chyba priemeru SEM = 4,05) rea-
govali v teste ‰tatisticky vysoko signifikantne intenzívnej-
‰ie ako lymfocyty zdrav˘ch dobrovoºníkov (priemer x = 2,35;
SEM = 0,35) (p < 0,0001).

Lymfocyty v kontroln˘ch, nestimulovan˘ch kultúrach
pacientov aj zdrav˘ch osôb spontánne produkovali len mi-
nimálne mnoÏstvá IL-5 a bunky zdrav˘ch osôb nereagova-
li na stimuláciu niklom ‰tatisticky v˘znamn˘m zv˘‰ením
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*N = nevy‰etrené

âíslo Súbor Epikutánny test LTT stimulaãn˘ index (SI) ELISA IL-5
s NiSO4 âerstvé 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 +++ 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 ++ 4,3 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 +++ 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 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
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Tab. 1. V˘sledky epikutánnych testov a namerané hodnoty stimulaãného indexu a sekrécie IL-5 po stimulácii mononukleár-
nych buniek periférnej krvi niklom

sekrécie cytokínu v porovnaní s bazálnou, nestimulovanou
produkciou. Niklom stimulované mononukleárne bunky pe-
riférnej krvi pacientov s precitlivenosÈou na nikel produko-
vali signifikantne viac IL-5 (priemer x = 328,80 pg/ml, SEM
= 59,59 pg/ml) ako bunky kontroln˘ch osôb (priemer x =
17,70 pg/ml, SEM = 6,55 pg/ml) (p < 0,0001). MnoÏstvá
niklom-indukovaného IL-5 sekretovaného do supernatan-
tov kultúr mononukleárnych buniek periférnej krvi oboch
vy‰etren˘ch súborov sú znázornené na obr. 2.

Z anal˘zy ROC kriviek pri zohºadnení poÏiadavky ão naj-
vy‰‰ej senzitívnosti a súãasne ‰pecifickosti oboch testov vy-
plynuli hranice pozitívnosti pre LTT test stimulaãn˘ index
S.I. = 3,3 a pre ELISA test koncentrácia IL-5 = 47 pg/ml.
Charakteristiky pouÏit˘ch testov pri t˘chto hraniciach po-
zitívnosti sú uvedené v tab. 2.

Namerané hodnoty stimulaãného indexu v súbore pa-
cientov signifikantne korelovali s intenzitou reakcie v epi-
kutánnom teste (korelaãn˘ koeficient r = 0,711; p =
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*95% CI = 95% konfidenãn˘ interval, **LTT = lymfocytotransformaãn˘ test, ***S.I. = stimulaãn˘ index
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0,0019), rovnako ako v˘sledky stanovenia sekrécie IL-5
(r = 0,867; p = 0,0002). V̆ sledky LTT a ELISA testov
v pacientskom súbore signifikantne korelovali aj navzájom
(r = 0,692; p = 0,0026) (obr. 3).

Medzi hodnotami stimulaãného indexu získan˘mi pri vy-
‰etrení ãerstvo izolovan˘ch mononukleárnych buniek po-
chádzajúcich z dvoch rôznych odberov krvi od 10 pacien-
tov s kontaktn˘m ekzémom nebol ‰tatisticky signifikantn˘
rozdiel. Ani v jednom prípade sme nezaznamenali dyskor-
danciu diagnostického záveru testu pri porovnaní v˘sled-
kov vy‰etrení lymfocytov z prvého a druhého odberu.

Ani ‰tatistické vyhodnotenie nameran˘ch hodnôt stimu-
laãného indexu pri vy‰etrení ãerstvo izolovan˘ch
a v zmrazenom stave skladovan˘ch mononukleárnych bu-
niek z periférnej krvi 10 pacietov s kontaktn˘m ekzémom
a 10 zdrav˘ch kontroln˘ch osôb neukázalo signifikantn˘ roz-
diel v proliferaãnej odpovedi ãerstv˘ch a skladovan˘ch lym-
focytov. V prípade jedného pacienta s kontaktn˘m ekzémom
(ãíslo 1 v tab. 1), ktor˘ bol pri vy‰etrení ãerstvo izolova-
n˘ch lymfocytov testom správne oznaãen˘ ako precitlive-

Obr. 1. Proliferaãná odpoveì mononukleárnych buniek
periférnej krvi na stimuláciu niklom v súbore pacientov
s kontaktnou precitlivenosÈou na nikel a v kontrolnom súbo-
re zdrav˘ch osôb. Vodorovn˘mi ãiarami sú znázornené pri-
emerné hodnoty stimulaãného indexu v oboch súboroch.

Obr. 2. Sekrécia IL-5 mononukleárnymi bunkami periférnej
krvi po stimulácii niklom v súbore pacientov s kontaktnou
precitlivenosÈou na nikel a v kontrolnom súbore zdrav˘ch
osôb. Vodorovn˘mi ãiarami sú znázornené priemerné hod-
noty sekretovaného IL-5 v oboch súboroch.

Obr. 3. Korelácia proliferaãnej a sekreãnej odpovede mono-
nukleárnych buniek periférnej krvi na stimuláciu niklom
v súbore pacientov s kontaktn˘m ekzémom.

Tab. 2. Charakteristiky hodnoten˘ch testov pri uvedenej hranici pozitívnosti

Test Hranica pozitívnosti SenzitívnosÈ ·pecifickosÈ SprávnosÈ
[% (95% CI*)] [% (95% CI)] [%]

LTT** 3,3 90,0 85,0 86
(S.I.)*** (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)
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n˘ na nikel, sme v‰ak pri vy‰etrení skladovan˘ch lymfo-
cytov zaznamenali slab‰iu proliferaãnú odpoveì vedúcu
k falo‰ne negatívnemu v˘sledku.

DISKUSIA

Súãasn˘ „zlat˘ ‰tandard” diagnostiky kontaktného ek-
zému, epikutánne testy, majú niektoré obmedzenia a ich vy-
uÏitie nie je vÏdy moÏné resp. bezproblémové. Okruh kon-
traindikácií ich aplikácie nie je ‰irok˘ a zväã‰a sa jedná
o kontraindikácie doãasné. ZávaÏnej‰ím faktorom je sub-
jektívny charakter odãítania ich v˘sledkov. Napriek snahám
v‰ak ani súãasné najmodernej‰ie metódy merania prietoku
krvi, intenzity erytému alebo zmien objemu koÏe nedoká-
Ïu nahradiÈ in‰pekciu, palpáciu a klinickú skúsenosÈ leká-
ra, aj keì v ostatnom ãase sa objavili správy o moÏnom vy-
uÏití reflektanãnej konfokálnej mikroskopie (32). ËaÏkos-
ti môÏu vznikaÈ aj pri interpretácii v˘sledkov koÏn˘ch tes-
tov. V klinickej praxi nezriedka vznikajú problémy predov-
‰etk˘m s hodnotením relatívne ãast˘ch pozitívnych, ale kli-
nicky a anamnesticky irelevantn˘ch reakcií (11), alebo
s odlí‰ením reakcií toxick˘ch (iritaãn˘ch). Príãinou falo‰-
ne negatívnej reakcie b˘va najãastej‰ie chyba v technike tes-
tovania, ale napríklad Rustemeyer a spolupracovníci (30)
zaznamenali v ‰túdii s pacientmi alergick˘mi na nikel aÏ 46%
falo‰ne negatívnych v˘sledkov pri epikutánnom testovaní
na ‰pecializovanom pracovisku a ich v˘sledky nie je moÏ-
né vysvetliÈ nesprávnym postupom pri testovaní. Príãinou
mohli byÈ fyzikálno-chemické faktory ovplyvÀujúce pene-
tráciu resp. väzbu alergénu. Aj ‰túdie reprodukovateºnosti
epikutánnych testov poukázali na urãit˘ problém pri hod-
notení v˘sledkov tohto vy‰etrenia. Napríklad porovnanie
reakcií na dve rovnaké sady kontaktn˘ch alergénov apliko-
vané súãasne na protiºahlé polovice chrbta ukázalo úplnú
dyskordanciu, t.j. negatívny v˘sledok na jednej a pozitívny
v˘sledok testu s t˘m ist˘m alergénom na druhej strane chr-
bta, u 8% z 383 pacientov (2). Potenciálnym, aj keì len mi-
nimálnym, rizikom pri epikutánnom testovaní je aj moÏnosÈ
aktívnej senzibilizácie dovtedy neprecitliveného pacienta,
najmä pri testovaní niektor˘ch alergénov s vy‰‰ím senzi-
bilizaãn˘m potenciálom (napr. zmes seskviterpénlaktónov
alebo primín) (20, 21).

ËaÏkosti pri hodnotení v˘sledkov epikutáneho testova-
nia je moÏné v niektor˘ch prípadoch vyrie‰iÈ jeho doplne-
ním vytestovaním pacienta otvorenou metódou – napríklad
testom opakovanej otvorenej aplikácie (ROAT – „repeated
open application test”). In˘m moÏn˘m rie‰ením je vyuÏi-
tie in vitro vy‰etrovacej metódy, ktorá by sa mohla uplat-
niÈ nielen ako doplnková k epikutánemu testovaniu, ale aj
ako alternatívna v prípade kontraindikácie alebo iného dôvo-
du nemoÏnosti realizácie koÏn˘ch testov. S v˘nimkou oje-
dinel˘ch ‰túdií moÏnosti vyuÏitia testu inhibície migrácie
makrofágov (35) sa pozornosÈ sústreìuje predov‰etk˘m na
hodnotenie podozrievan˘m alergénom indukovanej proli-
feraãnej alebo sekreãnej odpovede lymfocytov z periférnej

krvi pacienta. Proliferaãná reakcia sa hodnotí najãastej‰ie
pomocou lymfocytotransformaãného testu (LTT) alebo jeho
modifikácií, sekreãná odpoveì sa môÏe hodnotiÈ meraním
produkcie rôznych cytokínov pomocou ELISA alebo ELIS-
pot testu (3).

Spoloãnou nev˘hodou proliferaãného aj sekreãného
testu je moÏnosÈ ich uplatnenia len v prípade vo vode roz-
pustn˘ch alergénov, proliferaãn˘ test znev˘hodÀuje vyuÏi-
tie rádioaktívneho trícia (aj keì sa jedná o slab˘ Ïiariã). Na
druhej strane, v˘sledky t˘chto testov moÏno objektívne vy-
hodnotiÈ, nevyÏadujú kontakt pacienta s potenciálne senzi-
bilizujúcimi substanciami a v˘raznej‰ie neobmedzujú jeho
aktivity. Doteraz boli v experimentálnych ‰túdiách
a ojedinel˘ch klinick˘ch kazuistikách niektor˘m z t˘chto
testov hodnotené reakcie lymfocytov periférnej krvi len na
niektoré zo ‰irokej ‰kály potenciálnych kontaktn˘ch aler-
génov – najãastej‰ie na nikel, ale aj na iné kovy, niektoré
lieky na topické pouÏitie, metylizotiazolinóny, vonné lát-
ky alebo parafenyléndiamín (17, 27). Dôkazom o tom, Ïe
o takúto diagnostickú moÏnosÈ je skutoãn˘ záujem, je dis-
kusia, ktorá sa rozpútala na stránkach ãasopisu Contact Der-
matitis, keì sa v Àom objavil ãlánok referujúci o úspe‰nom
vyuÏití LTT testu na dôkaz precitlivenosti pacienta na mi-
noxidil v roztoku na lokálne pouÏitie (1, 17, 24, 37). Na dru-
hej strane, ãasto referovaná nedostatoãná senzitívnosÈ
a/alebo ‰pecifickosÈ t˘chto metód zatiaº bráni ich rutínne-
mu vyuÏitiu v praxi a je aj dôvodom snáh o zlep‰enie ich
v˘povednej hodnoty pridávaním reaktivitu-stimulujúcich
cytokínov (najmä IL-4, IL-7 a IL-12, resp. ich zmesí) do kul-
tivaãného média, tak v prípade LTT ako aj ELISA, resp.
ELISpot testov (27, 30, 31). Tak˘to postup môÏe ‰pecific-
kú proliferáciu alebo sekréciu cytokínov v˘razne zosilniÈ,
znamená v‰ak umel˘ zásah a t˘m aj potenciál ovplyvnenia
priebehu reakcie a zv˘‰ené riziko nesprávneho vyhodno-
tenia jej v˘sledku.

V súlade so súãasn˘m názorom na etiopatogenézu kon-
taktného ekzému viacerí autori dokázali, Ïe lymfocyty pe-
riférnej krvi alergického pacienta môÏu po stimulácii rele-
vantn˘m kontaktn˘m alergénom sekretovaÈ cytokíny typu
1 (IL-2, interferón IFN-γ) aj typu 2 (IL-4, IL-5, IL-13) (16,
23, 25). Produkcia cytokínov typu 2 je pritom nezávislá na
atopickej kon‰titúcii pacienta (5, 33). V rôznych ‰túdiách
boli preto hodnotené testy zaloÏené na indukcii sekrécie roz-
dielnych cytokínov, ich diskriminaãná schopnosÈ odlí‰iÈ ne-
alergick˘ch a precitliven˘ch jedincov sa lí‰ila v závislosti
od vy‰etrovaného alergénu. Interferón γ sa napr. ukázal ako
nevhodn˘ na odlí‰enie jedincov alergick˘ch na nikel (31),
ale s vysokou senzitívnosÈou aj ‰pecifickosÈou diagnostiko-
val pacientov s kontaktn˘m ekzémom vyvolan˘m zlatom
(10). Pri vy‰etrovaní precitlivenosti na nikel autori hodno-
tili ako najv˘hodnej‰ie vyuÏitie sledovanie sekrécie IL-2,
IL-4, IL-5 alebo IL-13, a to tak v systémoch bez ako aj
s pridaním stimulaãn˘ch cytokínov (19, 26, 31).

V na‰ej ‰túdii sme v ELISA teste na diagnostiku niklom
vyvolaného kontaktného ekzému zvolili ako indikátorov˘
cytokín IL-5, ktor˘ je nestimulovan˘mi lymfocytmi sekre-
tovan˘ len v minimálnych mnoÏstvách, na rozdiel od
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IL-13 (19). Nev˘hodou vyuÏitia ELISA testu s IL-4
v porovnaní s IL-5 je moÏnosÈ konzumpcie IL-4 kultivova-
n˘mi bunkami, pretoÏe v‰etky typy mononukleárnych bu-
niek periférnej krvi exprimujú IL-4 receptor (ale nie IL-5 re-
ceptor) a môÏu tento cytokín spotrebovávaÈ (15). Podobne
sa na svoje receptory na lymfocytoch môÏe viazaÈ aj IL-2.

Hodnotenie laboratórnej metódy z hºadiska jej potenci-
álneho vyuÏitia v diagnostike sa zvyãajne opiera
o porovnanie s referenãn˘m diagnostick˘m postupom, kto-
rého v˘sledky sa povaÏujú za zodpovedajúce skutoãnosti.
V na‰ej ‰túdii sme za tak˘to referenãn˘ diagnostick˘ po-
stup povaÏovali epikutánne testovanie, hoci jeho senzitív-
nosÈ ani ‰pecifickosÈ nedosahuje 100%. Porovnanie v˘sled-
kov koÏn˘ch testov s anamnézou a klinick˘m obrazom v‰ak
umoÏÀuje vyãleniÈ spomedzi v‰etk˘ch vy‰etren˘ch jedin-
cov podskupiny osôb skutoãne alergick˘ch a skutoãne ne-
precitliven˘ch na testovan˘ alergén. V na‰ej ‰túdii sme do
súboru pacientov zaradili len osoby s klinicky relevantn˘m
pozitívnym v˘sledkom epikutánneho testu a do kontrolné-
ho súboru len jedincov s negatívnou anamnézou ekzémo-
vej dermatózy a negatívnym v˘sledkom epikutánneho
testu. Tak˘to v˘ber nás oprávnil povaÏovaÈ zloÏenie vy‰et-
ren˘ch súborov za zodpovedajúce skutoãnému stavu reak-
tivity voãi iónom niklu.

Stanovenie ‰pecifickosti a senzitívnosti potenciálneho
diagnostického testu závisí okrem spoºahlivej referenãnej
metódy aj od do urãitej miery arbitrárne urãenej hranice jeho
pozitívnosti. BeÏn˘m postupom stanovenia tejto hranice je
jednoduché vyuÏitie ‰tatistick˘ch charakteristík polohy
a rozptylu – priemerná hodnota v kontrolnom súbore
zväã‰ená o jej dve alebo tri smerodajné odch˘lky sa ako hra-
nica pozitívnosti ãasto uplatÀuje napríklad pri kon‰trukcii
rôznych ELISA testov na sérologickú diagnostiku, ale aj pri
sledovaní sekrécie cytokínov pri kontaktnom ekzéme (6, 26).
Tento postup zabezpeãí vysokú ‰pecifickosÈ, ale ãasto na
úkor senzitívnosti – vysoká hranica pozitívnosti nesie so se-
bou riziko testom poskytovan˘ch falo‰ne negatívnych v˘-
sledkov, hodí sa preto najmä pre testy konfirmaãné. In˘m
postupom stanovenia hranice pozitívnosti testu, ktor˘ sa
v ostatnom ãase zaãína viac vyuÏívaÈ, je anal˘za ROC („re-
ceiver operating characteristics“) krivky. UmoÏÀuje zvoliÈ
takú hodnotu hranice, aby bol test ão naj‰pecifickej‰í
a súãasne ão najsenzitívnej‰í (10, 30) a jeho diagnostická
hodnota ão najvy‰‰ia. V na‰ej ‰túdii by napríklad vyuÏitie
hranice pozitívnosti rovnej priemeru kontrolnej skupiny zväã-
‰enému o tri smerodajné odch˘lky viedlo k zhor‰eniu správ-
nosti ELISA testu z 93 % na 85 %.

Potenciálna diagnostická vy‰etrovacia metóda sa najãa-
stej‰ie hodnotí pomocou stanovenia jej senzitívnosti, ‰pe-
cifickosti a správnosti. Urãenie ìal‰ích charakteristík tes-
tu, predov‰etk˘m pozitívnej a negatívnej prediktívnej hod-
noty, je moÏné len pri známej prevalencii vy‰etrovanej cho-
roby v konkrétnej populácii resp. prevalencii zodpoveda-
júcom zloÏení vy‰etrovan˘ch súborov (13), komplikujúcim
je aj fakt, Ïe prevalencia precitlivenosti na nikel je odli‰-
ná medzi pohlaviami (29, 34). V na‰ej ‰túdii preto predik-
tívne hodnoty testov neuvádzame.

·pecifickosÈ aj senzitívnosÈ LTT pri diagnostike kontakt-
nej precitlivenosti na nikel sa podºa publikovan˘ch skúse-
ností pohybuje v ‰irokom rozmedzi, najãastej‰ie sa ‰peci-
fickosÈ testu udáva medzi 60 %–80 %, senzitívnosÈ
v rozsahu 60 %–95 % (30, 35). Podºa na‰ich v˘sledkov sú
charakteristiky testu na horn˘ch hraniciach t˘chto udáva-
n˘ch rozmedzí a preto aj nami vyhodnotená správnosÈ tes-
tu je v˘razne vy‰‰ia ako hodnota 68 %, ktorú zaznamena-
li Rustemeyer a spolupracovníci (30). Rovnako ako
v prípade alergénom indukovanej proliferácie lymfocytov
aj pri hodnotení sekreãnej odpovede lymfocytov na stimu-
láciu niklom sa závery autorov veºmi lí‰ia. Moed so spo-
lupracovníkmi (27) pomocou sledovania sekrécie IL-5
v ELISA teste dokázali precitlivenosÈ u v‰etk˘ch siedmich
vy‰etren˘ch pacientov s kontaktn˘m ekzémom vyvolan˘m
t˘mto kovom, v kontrolnej skupine siedmich zdrav˘ch osôb
zaznamenali jeden falo‰ne pozitívny v˘sledok. Naopak, Rus-
temeyer so spolupracovníkmi (30) po vy‰etrení 156 osôb
vyhodnotili senzitívnosÈ IL-5 ELISA testu ako potenciál-
nej diagnostickej metódy na dôkaz alergie na nikel len na
61 % a jeho ‰pecifickosÈ na 84 %. AÏ pridanie stimulaãn˘ch
cytokínov do kultivaãného média zv˘‰ilo správnosÈ ich tes-
tu zo 75 % na 83 %.

Charakteristiky oboch nami hodnoten˘ch testov na di-
agnostiku kontaktného ekzému na nikel patria pri porovaní
s hodnotami publikovan˘mi in˘mi autormi medzi najlep-
‰ie. Rozdiely v hodnotení testov môÏu maÈ viaceré príãiny.
Okrem uÏ diskutovanej otázky postupu stanovenia hrani-
ce pozitívnosti testu to môÏu byÈ aj iné faktory technické-
ho charakteru – napríklad v predbeÏn˘ch experimentoch sta-
novená optimálna pouÏitá koncentrácia alergénu alebo dæÏ-
ka inkubácie lymfocytov s alergénom. Urãitú minimálnu pro-
liferaãnú odpoveì lymfocytov na stimuláciu iónmi niklu sme
zaznamenali aj v kontrolnom súbore. Svedãí to o miernom
ne‰pecifickom, mitogénnom úãinku niklu. Navy‰e, príli‰
vysoká koncentrácia niklu môÏe pôsobiÈ na lymfocyty to-
xicky (25). Nami pouÏitá koncentrácia síranu nikelnatého
bola stanovená v predbeÏn˘ch experimentoch tak, aby bola
zabezpeãená dostatoãná senzitívnosÈ oboch metód na jed-
nej strane a súãasne minimalizovan˘ ne‰pecifick˘ stimu-
laãn˘ a prípadn˘ toxick˘ úãinok niklu na strane druhej. Po-
dobne, optimálne zvolen˘ ãas inkubácie lymfocytov
s alergénom môÏe veºmi ovplyvniÈ charakteristiky testu –
sekrécia rôznych cytokínov má odli‰nú dynamiku (10). Dôle-
Ïit˘m faktorom je aj vy‰etrenie dostatoãne vysok˘ch poãtov
osôb a to tak v pacientskom ako aj kontrolnom súbore,
z tohto hºadiska povaÏujeme závery na‰ej ‰túdie za pred-
beÏné a bude nutné ju roz‰íriÈ o vy‰etrenie ìal‰ích osôb.

Dôvodom vysokej senzitívnosti aj ‰pecifickosti nami po-
uÏit˘ch testov môÏe byÈ aj vylúãenie atopick˘ch osôb
z vy‰etrovan˘ch súborov. Väã‰ina in˘ch autorov atopickú
kon‰titúciu vy‰etrovan˘ch osôb neskúmala. Kontraindiká-
ciou zaradenia do na‰ej ‰túdie bola u pacientov aj kontrol-
n˘ch osôb anamnéza, laboratórny nález alebo klinick˘ ob-
raz svedãiaci pre akúkoºvek formu atopie. Atopická kon-
‰titúcia je spojená s dysbalanciou v systéme subpopulácií
lymfocytov, ktorá by mohla ovplyvniÈ v˘sledky testu zalo-
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Ïeného na hodnotení proliferaãnej alebo sekreãnej aktivi-
ty t˘chto buniek (7). Na druhej strane, v praxi vyuÏívan˘
vy‰etrovací test musí umoÏniÈ urobiÈ diagnostick˘ záver
s dostatoãne vysokou správnosÈou u v‰etk˘ch vy‰etrovan˘ch
osôb, bez ohºadu na ich atopick˘ status alebo choroby. Zhod-
notenie charakteristík nami pouÏit˘ch testov pri vy‰etrení
kontaktnej precitlivenosti na nikel v súbore atopick˘ch osôb
a v z tohto hºadiska neselektovanom súbore bude obsahom
na‰ej ìal‰ej ‰túdie.

Len ‰tatisticky nesignifikantné rozdiely v˘sledkov vy-
‰etrení proliferaãnej reakcie na stimuláciu niklom a najmä
nezmenen˘ diagnostick˘ záver LTT testu pri vy‰etrení lym-
focytov pochádzajúcich z dvoch rôznych odberov krvi
s ãasov˘m odstupom 3–4 mesiacov v malom podsúbore na-
‰ich pacientov naznaãujú dobrú reprodukovateºnosÈ testu.
V̆ hodnou je aj moÏnosÈ pouÏitia v zmrazenom stave
skladovan˘ch lymfocytov, aj keì nami pozorovan˘ prípad
falo‰ne negatívneho v˘sledku LTT testu pri vy‰etrení roz-
mrazen˘ch buniek jedného z pacientov poukazuje na moÏ-
nosÈ ovplyvnenia ich proliferaãnej schopnosti v procese
zmrazovania resp. rozmrazovania. Bol v‰ak zavinen˘
pravdepodobne len technickou chybou v tomto procese. Via-
cerí autori postup skladovania lymfocytov v zmrazenom sta-
ve vo svojich ‰túdiách pouÏili, a to tak pri LTT, ako aj
ELISA, resp. ELISpot testoch (26, 27). Nezmenenú schop-
nosÈ rozmrazen˘ch lymfocytov sekretovaÈ po stimulácii mi-
togénom cytokíny dokázali Wang so spolupracovníkmi (36).

Záverom, na‰e v˘sledky naznaãujú moÏnosÈ vyuÏitia LTT
aj IL-5 ELISA testu na in vitro diagnostiku kontaktného ek-
zému vyvolaného niklom. Stanovenie niklom indukovanej
sekrécie IL-5 pritom dosiahlo vy‰‰iu ‰pecifickosÈ, senzitív-
nosÈ a správnosÈ testu ako hodnotenie proliferaãnej reakcie.
Roz‰írenie vy‰etren˘ch súborov je v‰ak nevyhnutné na po-
tvrdenie t˘chto záverov.
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