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Abstract

In the face of increasing prevalence of hypersensitivity reactions, introduction of effective, reliable and safe methods plays
a crucial role in their diagnosing. Among the currently available laboratory (in vitro) methods is basophil activation test
(BAT). It is a flow- cytometry based assay that allows to identificate in the blood sample basophils and additionally to asses
the degree of cell activation after exposure to an antigen. The most common superficial identification markers are CD63 and
CD203c, which increase in number after activation. Basophil actvation test can be applied to confirm diagnosis of allergy
to Hymenoptera venoms, food, pollens and hypersensitivity to drugs. The aim of present paper is to present theoretical
methods of this test as well as its pros and cons. We focus also on presentation of clinical case where BAT seemed to be
a necessary addition to a routine diagnostic pathway. We present a case of identification of the culprit drug which caused
an anaphylactic reaction
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Streszczenie

W obliczu coraz powszechniej wystepujacych reakcji nadwrazliwo$ci niezwykle istotna jest skuteczna, wiarygodna, a przy
tym bezpieczna dla chorego diagnostyka. Wsréd aktualnie dostepnych metod laboratoryjnych znajduje sig test aktywaciji
bazofildw (BAT). Badanie to, wykorzystujace cytometr przeptywowy, umozliwia oznaczenie w pobranej prébce krwi bazo-
filow i jednoczesnie ocene stopnia ich aktywacji po ekspozycji na antygen. Do analizy tej najcze$ciej stosuje sie markery
powierzchniowe CD203c oraz CD63, ktdre ulegaja ekspresji po stymulacji komérki antygenem. Test aktywacji bazofildw
wykorzystuje sie do oceny alergii na jady owadéw btonkoskrzydtych, pokarmy, pytki roslin oraz nadwrazliwos$ci na leki. Ni-
niejszy artykut przybliza podstawy teoretyczne wykonania badania oraz przedstawia zalety i wady tej metody diagnostyczne;j.
Skupia sig réwniez na prezentacji przypadku z codziennej praktyki klinicznej, w ktérym BAT wykorzystano do uzupetnienia
diagnostyki alergologicznej. Zaprezentowano przyktad chorej z podejrzeniem nadwrazliwosci na antybiotyk i niesteroidowy
lek przeciwzapalny.
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Wstep

Liczba os6b cierpiagcych na choroby alergicz-
ne w Europie szacowana jest na okoto 60 mln [1].
W wielu krajach, w tym w Polsce, czestosé tych
choréb wciaz wzrasta. W zwiazku z tym istotne
jest wdrazanie do codziennej praktyki czulych,
swoistych i bezpiecznych metod diagnostycznych
umozliwiajacych szybkie rozpoznanie choroby
i wlgczenie wlasciwej terapii. Podstawg diagno-
styki choréb alergicznych sa: dokladnie zebrany
wywiad i badanie przedmiotowe umozliwiajace
zazwyczaj sformulowanie wstepnego rozpozna-
nia, ktére nastepnie jest weryfikowane za pomoca
badan dodatkowych. Podstawowy zakres badan
przy podejrzeniu reakcji IgE-zaleznej obejmuje
punktowe testy skérne (PTS) oraz potwierdzenie
obecnosci swoistych IgE. W przypadku pode;j-
rzenia alergii pokarmowej badz nadwrazliwosci
o mechanizmie nieimmunologicznym ,,ztotym
standardem” jest natomiast wykonanie préby
prowokacji kontrolowanej placebo. Stosunko-
wo nowym badaniem, ktére poszerza panel
dostepnych procedur diagnostycznych, jest test
aktywacji bazofilow (BAT, basophil activation
test). Niniejsza praca ma za zadanie przyblizy¢
podstawy teoretyczne badania, zalety i wady tej
procedury oraz jej przydatno$é w uzupetnieniu
diagnostyki nadwrazliwos$ci na niesteroidowe leki
przeciwzapalne (NLPZ).

Podstawy teoretyczne badania

Bazofile, czyli granulocyty zasadochtonne
sa, obok komérek tucznych, gtéwnymi komér-
kami efektorowymi reakcji alergicznej. Fizjolo-
gicznie ich bezwzgledna liczba we krwi zawiera
sig w przedziale 10—300/ul, co stanowi ponizej
1% krazacych leukocyt6w. Cho¢ stanowig jedna
z najmniej licznie reprezentowanych subpopu-
lacji leukocytéw obecnych we krwi obwodowej,
ich rola w patofizjologii reakcji nadwrazliwosci
jest istotna. Po stymulacji receptoréw o wyso-
kim powinowactwie do IgE (FceRI) obecnych
na powierzchni komérki przez przeciwciata IgE
zwigzane z alergenem dochodzi do mos tkowania
receptoréw i pobudzenia komérki. Efektem sg
zmiany w strukturze blony komoérkowej towa-
rzyszace procesowi degranulacji i uwolnieniu
zawartych w ziarnisto$ciach mediatoréw reakcji
zapalnej, w tym histaminy. Do degranulacji ba-
zofiléw moze doj$¢ r6wniez na skutek dziatania
nieswoistych czynnikéw. W tych reakcjach nie
posredniczg przeciwciata Igk. W publikacjach
z lat 80. XX wieku zwrécono uwage na mozliwos$é

wykorzystania bazofiléw w diagnostyce alergo-
logicznej [2, 3]. Prowadzone wéwczas badania
opieraly sig na pomiarze uwalnianych przez nie
mediatoré6w — histaminy, tryptazy, sulfidoleuko-
trien6w, granzymow. Pierwsze doniesienia na te-
mat testu aktywacji bazofilow z wykorzystaniem
markeré6w powierzchniowych pojawity sie w la-
tach 90. XX wieku. Knol i wsp. opisali wéwczas
metode oceny aktywacji bazofila po stymulacji
przeciwciatem anty-IgE poprzez oznaczenie
biatka powierzchniowego CD63 [4]. Antygen ten
oznaczono na powierzchni komorki za pomo-
ca przeciwcial monoklonalnych znakowanych
fluorochromem. Nastepnie metodg cytometrii
przeplywowej rozdzielano komorki znajduja-
ce sie w badanej prébce krwi na poszczegélne
subpopulacje, uwzgledniajac ich cechy morfolo-
giczne (ziarnisto$¢ i wielko$¢) oraz obecnosé na
powierzchni okreslonych antygenéw. Aktualnie
w testach cytometrycznych do wyodrebnienia
omawianej populacji stosuje sig antygeny CCR3
i CRTH2, ponadto celem odréznienia od limfo-
cytéow wprowadza sig bramkowanie negatywne
CD3. W diagnostyce alergologicznej BAT z wyko-
rzystaniem cytometrii przeptywowej zastosowat
jako jeden z pierwszych zespdt Sainte-Laudy [5].

Obecnie w tescie aktywacji bazofiléw wyko-
rzystuje sie dwie grupy marker6w powierzchnio-
wych: umozliwiajgce wyselekcjonowanie popu-
lacji bazofiléw sposréd réznych typéw komérek
(oméwione powyzej) oraz okre$lajace stopien
aktywacji komorki.

Powszechnie stosuje sig dwa markery —
CD63 lub CD203c. CD63 strukturalnie jest blono-
wym biatkiem zwigzanym z lizozymem (LAMP-3,
lysosyme associated membrane protein) zakotwi-
czonym w blonie ziarnistosci zawierajacych hi-
staming. Dopiero po aktywacji bazofila dochodzi
do polaczenia ziarnistosci egzocytarnych z blong
komoérkowsq i tym samym ekspresji antygenu na
powierzchni komérki [6]. Poczatkowo sadzono,
ze pomiar stopnia ekspresji CD63 jest r6wnorzedny
z ilo$cig uwalnianej przez bazofile histaminy [4].
Wyniki p6zniejszych badan wykazaly jednak, ze
mozliwa jest ekspresja tego antygenu bez uwalnia-
nia mediator6w. Biatko CD63 wystepuje r6wniez
na innych komorkach: mastocytach, makrofagach
oraz plytkach krwi, stagd do réznicowania bazo-
filéw konieczne jest oznaczanie kilku antygenéw
swoistych dla tych komérek.

Drugim markerem stuzgcym ocenie aktywacji
jest CD203. Jest to neuronalny powierzchniowy
antygen réznicowania neuronéw, nalezacy do
rodziny pirofosfataz/fosfodiesteraz, ktéry w nie-
wielkiej iloéci wykrywa sie na powierzchni blony
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komérkowej bazofila w spoczynku [7]. Ekspresja
tego biatka znacznie wzrasta pod wplywem
stymulacji receptoréw dla fragmentéw Fc IgE
na powierzchni bazofila [8]. Marker ten, w od-
réznieniu od CD63, jest swoisty dla bazofilow.
W ostatnich latach oprécz dwéch wymienionych
wyzej antygenéw wykryto nowe markery aktywa-
cji bazofilow — CD13, CD107a oraz CD164 [9].
Nie sg one jednak powszechnie wykorzystywane,
przez co BAT opiera sie najczeSciej na ocenie
CD63 i CD203c.

Okreslono réwniez dynamike zmian ekspresji
poszczegblnych markeréw aktywacji bazofiléw.
Na tej podstawie wyszczeg6lniono markery szyb-
ko pojawiajgce sie na powierzchni bazofila (grupa
~fast responders”, w sklad ktérej wchodza oprécz
CD203 réwniez CD13 i CD164). Antygeny te po-
jawiaja sie na powierzchni pobudzonego bazofila
15 minut po stymulacji antygenowe;j. Z kolei dru-
ga grupa markeréw, obejmujaca czasteczki CD63
oraz CD107a, wymaga trzykrotnie dtuzszego cza-
su do ekspresji powierzchniowej. Postuzylo to do
postawienia tezy o odmiennych mechanizmach
prowadzacych od aktywacji do ekspresji i degra-
nulacji komérek [9]. Warto jednak podkreslié, ze
w innym badaniu ekspresje powierzchniowg wy-
starczajaca do uzyskania wiarygodnych wynikéw
obu markeré6w — CD63 i CD203¢ zanotowano po
20—30 minutach inkubac;ji [10].

Antygeny powierzchniowe aktywaciji
CD63 i CD203c

Préba poréwnania czutosci i swoistosci naj-
powszechniej stosowanych antygenéw — CD63
i CD203c¢ nie data jednoznacznej odpowiedzi,
ktéry z nich jest lepszym markerem aktywacji
bazofiléw. Wyniki licznych badan i publikacje
pokazuja, ze w zaleznosci od przyjetego schematu
badania, zasad wykonania, badanego alergenu
i mechanizmu reakcji wystepuja istotne réznice
w uzyskanych wynikach. W badaniu poréwnu-
jacym stopienn aktywacji bazofiléw przy uzyciu
CD63 lub CD203c wsréd pacjentéw z alergig na
jady owadéw btonkoskrzydlych uzyskano nie-
znacznie wyzszg czulos¢ w przypadku CD203c
niz CD63 — odpowiednio 85% v. 79,7% (p =
0,405) [10]. Z kolei w przypadku oceny wplywu
kwasu acetylosalicylowego (ASA, acetylosalicylic
acid) na ekspresjg markeréw aktywacji wykazano,
ze CD63 jest 5 razy bardziej czuly niz CD203c
(p < 0,0001) [11].

Marker CD203c wystepuje w niewielkiej
ilo$ci nawet na powierzchni niepobudzonych
komérek, po aktywacji wykrywany jest na wszyst-

kich bazofilach [12]. Marker CD63 wystepuje wy-
tacznie na powierzchni pobudzonych bazofiléw,
jednak ulega ekspresji tylko na czesci komorek,
pomimo obecnosci na blonach wewnatrzkomoér-
kowych. W Laboratorium Immunologii Klinicz-
nej Transplantacyjnej i Hematologii Uniwer-
syteckiego Centrum Klinicznego Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego ocenia sie ekspresje
obu antygenéw aktywacji — CD63 i CD203 za
pomoca przeciwcial potagczonych z tym samym
fluorochromem.

Przy ocenie wyniku testu aktywacji bazo-
filbw nalezy wzig¢ pod uwage wystepowanie
chorych, u ktérych bazofile nie sg aktywowane
inie wydzielajg mediatoréw po stymulacji FceRI.
Populacje te okreéla sie mianem ,,niewydzielaczy”
(non-responder). Pomimo prawidlowej ekspresji
receptor6w FceRI na powierzchni komoérki po
stymulacji nie dochodzi w tej grupie do wy-
dzielania histaminy lub jej ilo$¢ jest minimalna
(wg Kumara i wsp. < 5% histaminy [13]). Przy-
czyny tego zjawiska upatruje sie w braku kinazy
tyrozynowej Syk i zmniejszonej iloéci kinazy Lyn,
ktére odgrywaja kluczowsq role w przekazywa-
niu sygnatu z aktywowanego receptora FceRI do
wnetrza komérki [14]. Udowodniono, ze poziom
mRNA kinazy tyrozynowej Syk w komérkach
,wydzielaczy” i ,niewydzielaczy” jest poréwny-
walny, a przyczyna zmniejszonej ilosci produktu
translacji moze by¢ nadmierna jego degradacja
przez proteasomy [15]. Bazofile ,,niewydzielaczy”
reagujg natomiast na stymulacje nie zwigzang
z IgF [13]. Kwestia oceny populacji niewydziela-
czy jest zatem niezwykle istotna w diagnostyce
alergologicznej mechanizmu IgE-zaleznego.

Populacje ,,niewydzielaczy”, u ktérych na sku-
tek zaburzonego szlaku sygnatu wewnagtrzkomor-
kowego nie dochodzi do ekspresji antygenu CD63
i CD203c na powierzchni bazofiléw, szacuje sie na
okoto 5—10% populacji ogélnej [16]. W badaniu
Lama i wsp., w ktérym poréwnywano populacje
0s6b zdrowych i chorych na astme, okreslono, ze
28% populacji kontrolnej stanowig osoby o feno-
typie ,non-responder”, a wéréd chorych odsetek
ten jest znacznie mniejszy i wynosi 13% [17].
Brak odpowiedzi na stymulacje alergenowsg
w grupie ,,non-responder” moze by¢ zatem Zré-
dtem czestych wynikow falszywie ujemnych [18].
W celu weryfikacji populacji ,niewydzielaczy”
w tescie BAT stosuje sie dwie kontrole dodatnie
— ocenie podlega stopien aktywacji bazofiléw
po dodaniu przeciwciat anty FCeR oraz fMLP.
Ponadto, opisano wplyw zewnatrzkomérkowego
stgzenia Ca**na ekspresje marker6w powierzch-
niowych. Wysokie stezenie zwigksza ekspresje,
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Tabela 1. Zalety i wady testu aktywaciji bazofiléw (BAT) w poréwnaniu z innymi metodami diagnostycznymi w praktyce klinicznej

Table 1. Advantages and disadvantages of basophil activation test (BAT) in comparison to other diagnostic methods in

clinical practise

BAT Testy sigE Préba prowokacji
skorne

Konieczne szybkie wykonanie testu od momentu pobrania krwi + nie dotyczy - nie dotyczy
(ograniczona mozliwo$¢ transportu materiatu)
Wysoka cena ++ - + -
Konieczno$¢ odstawienia lekéw przeciwhistaminowych - +
Ryzyko anafilaksji - +
Komfort psychiczny chorego + +/- + -
Wymagana hospitalizacja chorego - - +
Mozliwos$¢ jednoczasowego oznaczania wptywu kilku alergenéw + + -
Wymagany do$wiadczony personel laboratorium/oddziatu + + +
Ograniczona dostegpnos$¢ badania — wymagany kosztowny sprzet laboratoryjny ++ - + -
Réznicowanie reakcji krzyzowych i rzeczywistego poliwalentnego uczulenia + +/- -
Zréznicowana czuto$¢ testu w zaleznosci od badanego czynnika + + - (brak danych)
Ryzyko wynikéw fatszywie ujemnych Grupa ,,non- Wptyw - wplyw lekéw

-responder” lekéw

ale zjawisko to dotyczy markeru CD64, a nie
CD203c. W przypadku niskiego poziomu wapnia
mozemy mieé¢ do czynienia ze zjawiskiem ,fal-
szywego” non-responder [19]. Nalezy zawsze bra¢
pod uwage rezultat powyzszych analiz przy osta-
tecznej ocenie wynikéw testu aktywacji bazofilow.

Test aktywacji bazofilow a testy skérne,
préby prowokaciji

Test aktywacji bazofiléw jest badaniem pro-
wadzonym in vitro, przez co chory nie jest nara-
zony na kontakt z alergenem. Dzigki temu unika
sie ryzyka reakcji anafilaktycznych, ktére moga
wystepowaé w czasie prowadzenia badan in vivo
testow skérnych czy préb prowokacyjnych. Sy-
tuacje te nie sg czeste — ogdlne ryzyko reakciji
anafilaktycznej w trakcie testéw skérnych wy-
nosi 0,02%; wiekszym ryzykiem obarczona jest
diagnostyka w kierunku alergii na penicyliny
(1%) i jady owadow (1,4%) [20]. Z kolei reakcje
anafilaktyczne w trakcie préb prowokac;ji sa spo-
radyczne z uwagi na przestrzeganie obostrzen
i zalecen préb, kazda diagnostyka zakoniczona
wynikiem pozytywnym niesie jednak ze sobg
potencjalne ryzyko rozwoju z niewielkich ob-
jawéw nadwrazliwosci reakcji anafilaktyczne;j.
Dla chorych pobranie niewielkiej probki krwi
jest mniej obciazajgce niz zwigzana z duzym
stresem préba prowokacji. Test aktywacji ba-
zofiléw zapewnia obiektywny wynik, bez ry-
zyka efektu placebo. Nalezy jednak pamietac

o wspomnianej mozliwosci uzyskania wynikéw
fatszywie ujemnych.

Przygotowanie materialu i wykonanie nie-
zbednych oznaczen umozliwia uzyskanie wyni-
kéw BAT w ciggu 2 godzin. Jest to duza zaleta tej
metody diagnostycznej w poréwnaniu z czaso-
chtonnymi prébami prowokacyjnymi. Ogranicze-
niem jest natomiast konieczno$é przeprowadze-
nia oznaczen w §wiezo pobranym materiale, co
istotnie zmniejsza mozliwo$¢ jego transportu do
odlegtego laboratorium. Uplywajacy czas wplywa
niekorzystnie na zywotnos¢ zawartych w prébce
bazofiléw. Badanie po 48h przechowania w temp.
4°C powoduje zmniejszenie maksymalnej ekspresji
powierzchniowej o 56,1% [10]. Zalecane jest wigc
przeprowadzenie testu w jak najkrétszym czasie,
najlepiej do 24 godzin od pobrania materiatu.

Istotnym ograniczeniem testéw skérnych
oraz préob prowokacji jest koniecznosé odsta-
wienia lekéw mogacych wptyngé na ich wyniki.
Przed wykonaniem PTS pacjent powinien za-
przesta¢ przyjmowania lekow przeciwhistamino-
wych, glikokortykosteroidéw doustnych w dawce
wiekszej niz ekwiwalent 10 mg prednizonu czy
stosowania na skére przedramion miejscowo
dziatajacych steroidéw i inhibitor6w kalcyneu-
ryny [21]. Do préby prowokacji aspirynowej
konieczne jest z kolei odstawienie oprécz lekéw
przeciwhistaminowych, ré6wniez wziewnych
beta agonistéw, lekéw przeciwcholinergicznych,
teofiliny oraz leku przeciwleukotrienowego [22].
Odpowiednie przygotowanie pacjenta pod wzgle-
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Tabela 2. Poréwnanie czutosci i swoistosci testu aktywacji bazofilow na przyktadzie wybranych reakcji IgE-zaleznych

oraz IgE-niezaleznych

Table 2. Comparison of sensitivity and specificity of basophil activation test in IgE-mediated reaction and non-IgE mediated reaction

Mechanizm reakcji Badany czynnik

Czutosé (%) Swoistosé (%) PisSmiennictwo

Jad owaddéw btonkoskrzydtych
IgE-zalezny Mix pytkéw 6 traw
Roztocza kurzu (D. pteronyssinus)

Nie-IgE zalezny Kwas acetylosalicylowy

80-92 80 [10, 24]
75-92 100 [23]
88-94 100 [23]
37-19 70-90 [11,22]

dem modyfikacji leczenia jest zatem wymagane
do prawidlowego przeprowadzenia diagnostyki
alergologicznej. W pewnych przypadkach pod
wplywem zmiany terapii choroby przewleklej
dochodzi do jej zaostrzenia (np. po odstawieniu
lekéw przeciwhistaminowych w przewleklej
pokrzywce), co moze uniemozliwi¢ przeprowa-
dzenie diagnostyki.

Wyniki badan Wolanczyk-Medrala wykazaty,
ze leki przeciwhistaminowe nie maja wplywu na
wyniki testow aktywacji bazofiléw. Test aktywacji
bazofiléw wykonywano w materiale pobranym
przed i 2 godziny po przyjeciu przez badanych
cetyryzyny (w dawce 10 mg) nie stwierdzajac
istotnych réznic w iloéci uzyskanych wynikéw
dodatnich, cho¢ zmniejszy? sie stopien aktywacji
bazofiléw w drugim etapie badania [23]. Podobne
wyniki uzyskata Sturm i wsp. w badaniu z zasto-
sowaniem desloratadyny w podwdjnej dobowej
dawce (10 mg). W tym badaniu podjeto r6wniez
prébe oceny wplywu glikokortykosteroidéw
na aktywacje bazofilow. Wplyw prednizolonu
oceniano wylacznie in vitro, podajac go do pobra-
nej prébki krwi w stezeniu 50, 500 i 2500 ug/ml
i oceniajac aktywacje bazofilo6w po stymulacji
przeciwcialem anty IgE. Nie obserwowano wpty-
wu prednizolonu na obnizenie ekspresji CD203c,
jakkolwiek nie potwierdza to jednoznacznie bra-
ku wplywu ogélnoustrojowej steroidoterapii na
wyniki BAT [10]. Nalezy podkresli¢, ze podstawa
wykonania testu BAT jest wyizolowane bazofiléw
z prébki krwi obwodowej. Kazdy stan powodu-
jacy zmniejszenie ilosci krazacych bazofilow
ograniczy réwniez mozliwosé przeprowadzenia
badania oraz zmniejszy wiarygodno$é uzyska-
nego wyniku.

Zaletami testu aktywacji bazofiléw sg zatem
jego nieinwazyjnos¢ i bezpieczenistwo, natomiast
istotnymi ograniczeniami — wysokie wymagania
co do sprzetu laboratoryjnego, konieczno$é¢ wyko-
nania badania w §wieZzo pobranym materiale i wy-
soki koszt (tab. 1). Analizujgc aspekt ekonomiczny
diagnostyki nadwrazliwos$ci na aspiryne, nalezy

wzia¢ pod uwage fakt, ze préba doustnej prowoka-
¢ji wymaga minimum dwudniowej hospitalizacji
chorego. Wigze sie to z nakladami finansowymi ze
strony platnika oraz kosztami ponoszonymi przez
chorego (niemozno$é¢ pelnienia rél spolecznych
i zawodowych). Test aktywacji bazofiléw pomimo
wysokiego kosztu jednostkowego pozbawiony jest
powyzszych obcigzen.

Nalezy podkresli¢, ze test aktywacji bazo-
fil6w ma ugruntowang pozycje w diagnostyce
nadwrazliwows$ci IgE-zaleznej (jak jady owa-
doéw blonkoskrzydtych, pytki, pokarmy, lateks,
niektére leki) ze wzgledu na dobrze poznane
mechanizmy reakcji. W tabeli 2 przedstawiono
poréwnanie swoistosci i czuloéci testu aktywacji
bazofiléw na przykladzie reakcji IgE-zaleznych
i IgE-niezalezne;j.

W diagnostyce in vitro nadwrazliwos$ci na
kwas acetylosalicylowy zaproponowano poza
testem aktywacji bazofiléw réwniez inne badania.
Wsréd nich jest test oparty na ocenie uwalniania
leukotrienéw cysteinylowych z leukocytéw krwi
obwodowej po stymulacji aspiryng (CAST, cellular
antigen stimulation test). Uzyskane wyniki nie sa
jednak zadowalajace — w jednym z badan ocenio-
na czulos$¢ i specyficzno$é wynioslty odpowiednio
25% 192% [25]. Ciekawe rozwigzanie to polacze-
nie dwéch metod — cytometrii przeptywowej
z oceng uwalniania leukotrienéw, ktére zwigksza
czulo$é metody, ale kosztem specyficznosci [26].
Kolejna metoda diagnostyki — polega na ocenie
wytwarzania kwasu 15-hydroksyeikozatetrae-
nowego (15-HETE) z leukocytéw (ASPITest,
Aspirin Sensitive Patient Identification Test),
w ktérym oceniona czulosé i swoisto§é wynoszg
83% oraz 82% [27]. Jak do tej pory nie ma jednak
dostateczenej liczby doniesienr, w tym z badan
wéréd licznej grupy pacjentéw poswieconych
tej metodzie. Wydaje sie, ze BAT pomimo swojej
niedoskonatosci i aspektow technicznych, ktére
nalezy wzigé¢ pod uwage przy ocenie wyniku,
jest w diagnostyce in vitro nadwrazliows$ci na
aspiryne badaniem godnym uwagi.
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Zastosowanie testu aktywacji bazofilow
w diagnostyce nadwrazliwosci na kwas
acetylosalicylowy

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ)
pod wzgledem czesto$ci wywolywania reakcji
nadwrazliwo$ci, w zaleznos$ci od badanej popula-
¢ji zajmujg pierwsze [28] badZ drugie miejsce (po
antybiotykach) [29]. Czesto$¢ nadwrazliwos$ci na
NLPZ mozna wytlumaczy¢ miedzy innymi tatwo-
Scig dostepu do tej grupy lekéw, samodzielnym
ich przyjmowaniem bez nadzoru lekarskiego oraz
duzym zakresem wskazan do ich zastosowania.
Ocenia sig, ze 0,6% populacji ogdélnej wykazuje
nadwrazliwo$é na aspiryne [30]. Zaburzenie to
jest zdecydowanie czestsze u chorych na ast-
me. Wedtug badania opartego na doktadnym
wywiadzie przeprowadzonym w Polsce, u 4,3%
dorostych chorych na astme rozpoznano nad-
wrazliwo$¢ na aspiryne. Natomiast na podstawie
préby prowokacji aspirynowej u astmatykow cze-
stos¢ szacuje sie na 8—20%, co moze Swiadczyé
o tym, ze duza czeé¢ chorych nie laczy objawow
nadwrazliwosci z czynnikiem sprawczym [31].
Szczegblng grupe stanowig chorzy na astme
z towarzyszacym przewleklym zapaleniem blony
sluzowej nosa i zatok, wsréd ktérych co 4 osoba
wykazuje nadwrazliwo$é na ASA (25,6%) [32].

Przyklad z praktyki klinicznej

Chora, 52-letnia, bez istotnych obcigzen in-
ternistycznych, zostata przyjeta do kliniki w celu
rozpoznania nadwrazliwo$ci na leki. W wywia-
dzie okoto rok wczesniej w trakcie terapii ambu-
latoryjnej zakazenia dolnych drég oddechowych
wystgpita u chorej utrata przytomnosci. Udzielit
jej pomocy zespol pogotowia ratunkowego. Z do-
kumentacji medycznej wynika, Zze stwierdzono
cechy wstrzasu — obnizenie ci$nienia tetniczego
do wartosci 80/40 mm Hg, tachykardie 120/min
oraz cechy centralizacji krgzenia. Po zastosowa-
niu intensywnej ptynoterapii, podaniu hydrokor-
tyzonu oraz lekéw przeciwhistaminowych uzy-
skano stabilizacje stanu pacjentki. Wykluczono
przyczyny kardiologiczne mogace mie¢ wplyw na
stan chorej. W zwigzku z tym, ze chora przyjmo-
wala w tym czasie antybiotyk — amoksycyline,
wysunigto podejrzenie wstrzasu anafilaktycznego
spowodowanego alergig na aminopenicyliny. Po
szczegbélowym zebraniu wywiadu okazalo sig, ze
oprécz antybiotyku chora przyjmowala w czasie
choroby lek przeciwgoraczkowy — ibuprofen.
W zwiazku z tym przeprowadzono diagnostyke
dwukierunkowo z uwzglednieniem amoksycy-
liny i NLPZ. W warunkach szpitalnych wyko-

nano punktowe testy skérne i testy srédskérne
z antybiotykami — amoksycyling oraz, w celu
wykluczenia alergii krzyzowej, z cefalosporyna
(cefuroksym). Testy skorne wykonano zgodnie
z standardami Polskiego Towarzystwa Alergo-
logicznego [20] i w obu przypadkach uzyskano
wyniki negatywne. Nastepnie przeprowadzono
kontrolowang placebo prébe prowokacji amok-
sycyling monitorowang klinicznie oraz spirome-
trycznie. Po podaniu sumarycznie najwiekszej
dawki dobowej stosowanej w terapii (2 g) nie
stwierdzono cech nadwrazliwo$ci. W zwiazku
z tym kontynuowano diagnostyke w kierunku
nadwrazliwosci na NLPZ. Ze wzgledu na duze
ryzyko wystapienia ponownej reakcji anafilak-
tycznej rozwazono wykonanie diagnostyki in
vitro. Pobrano krew chorej w celu wykonania
BAT z kwasem acetylosalicylowym. Aktywacje
bazofilé6w z uzyciem markera CD63 oceniono
na 22%, przy wartosci 10% przyjetej w labora-
torium Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego
w Gdansku za punkt odcigcia. Po cato$ciowej
analizie wywiadu oraz uzyskanych wynikéw
badan ibuprofen uznano za czynnik sprawczy
wstrzasu anafilaktycznego. W zwigzku z tym
zalecono chorej nieprzyjmowanie lekéw z grupy
NLPZ, a w razie goraczki czy dolegliwosci bé-
lowych zalecono stosowanie paracetamolu lub
tramadolu. Od tego czasu, w rocznej obserwacji
nie stwierdzono objaw6w nadwrazliwosci u tej
chorej.

Podkreéla sie kilka mechanizméw wczesnych
reakcji po przyjeciu NLPZ. W reakcji IgE-zaleznej
objawy wystepuja po jednej, konkretnej substancji
nalezacej do grupy NLPZ. Zdecydowanie czesciej
natomiast wystepuje mechanizm IgE-niezalezny
(krzyzowa nietolerancja), u ktérego podloza lezy
blokowanie enzymu szlaku kwasu arachidono-
wego — cyklooksygenazy (COX) [33]. Istniejg
dwie izoformy tego enzymu: COX-1 konstytu-
tywnie wytwarzana w obrebie m.in $§rédbtonka
naczyn krwionosénych czy nabtonka przewodu
pokarmowego oraz COX-2, ktérej produkcja
indukowana jest w komoérkach z toczacym sie
stanem zapalnym. Postuluje sig, ze u podloza
reakcji nadwrazliwo$ci lezy blokowanie fizjolo-
gicznej COX-1; z tego powodu leki bedace inhi-
bitorami obu izoform czesciej wywoluja reakcje
nadwrazliwo$ci niz leki silniej blokujace COX-2.
Nadwrazliwo$é spowodowana reakcjg krzyzowsq
zwigzang z blokowaniem COX-1 oceniana jest na
76% przypadkéw wobec 24% reakcji wystepuja-
cych tylko po pojedynczym leku [34].

W diagnostyce nadwrazliwoéci na ASA i inne
leki z grupy NLPZ aktualne postepowanie diagno-
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styczne polega na zebraniu doktadnego wywiadu
pod katem reakcji po przyjeciu lekéw z tej grupy
oraz wykonaniu préby prowokacji ASA. W zalez-
nosci od drogi podania wyréznia sie doustng, do-
nosowg oraz wziewna probeg prowokacji. Czulosé
wymienionych préb wynosi w kolejnosci: 89%,
77 —90% oraz 80—86,7%, a za ,,ztoty standard” dia-
gnostyczny przyjeto probeg prowokacji doustnej [35].
Ze wzgledu na ryzyko reakcji anafilaktycznej
w trakcie préby, niemozno$é¢ odstawienia lekow
przyjmowanych przewlekle przez chorych, nie-
specyficzne objawy zglaszane przez pacjentow
niemozliwe do obiektywnej oceny w badaniu
przedmiotowym czy spirometrycznym lub tez zda-
rzajace sie zakonczenie badania na etapie placebo,
zachecajace wydaje sig uzycie do diagnostyki BAT.

Na podstawie badan szacuje sie, ze czulo$é
BAT w ocenie nadwrazliwosci na ASA przy uzy-
ciu markera CD63 wynosi 37—61%, a swoistos¢
90% [11, 28]. Z kolei wartoé¢ predykcyjna dodat-
nig oceniono na 92%, a warto$¢ predykcyjna ne-
gatywna na 59% [28]. Analiza szerszego zakresu
badan potwierdza niejednoznaczne, rozbiezne
wyniki uzyskanych wynikéw BAT z ASA (co
moze wynikaé¢ z doboru pacjentéw, metodyki
wykonywanych testéw, nieimmunologicznego
charakteru reakcji) [36]. Sg to stosunkowo niskie
warto$ci i §wiadczg o niedoskonato$ci metody
diagnostycznej — préba prowokacji okazuje sie
bardziej wiarygodna. Pokazuje to, ze BAT wydaje
sie bardziej uzyteczny w potwierdzaniu choroby
niz jej wykluczeniu. Moze tez by¢ wykorzysty-
wany jako wstepny test przed prébg prowokac;ji,
zwlaszcza u chorych, u ktérych doszto do reakcji
anafilaktycznej. Wynik negatywny wymagalby
potwierdzenia poprzez przeprowadzenie préby
prowokacji.

Gdy poddano szczeg6lowej analizie mani-
festowane przez chorych objawy, okazato sie, ze
w grupie wykazujacej cigzsze reakcje (jak obrzek
krtani, duszno$é¢, zaburzenia jelitowe) wyniki
dodatnie byly czestsze niz w grupie z objawami
tylko ze strony skéry czy grupy kontrolnej. Do-
datnig wartos¢ predykcyjng oceniono na 64%
(negatywna warto$¢ predykcyjna — 79%) [28].

Potwierdzenie nadwrazliwos$ci na ASA
wspolistniejacej z choroba dré6g oddechowych
zaostrzang przez aspiryne (AERD, aspirin-e-
xacerbated respiratory disease) lub przewlekla
pokrzywka ma istotne implikacje kliniczne. Daje
mozliwoéé zastosowania dodatkowych metod
terapeutycznych w postaci wlaczenia do terapii
lek6w blokujacych receptor dla leukotrienéw —
montelukastu, zafirlukastu lub przeprowadzenia
desensytyzacji aspiryna [37].

Podsumowanie

W zwigzku z narastajaca czestosSciag wystepo-
wania choréb alergicznych wskazane jest poszu-
kiwanie i udoskonalanie nowych metod diagno-
stycznych. Test aktywacji bazofiléw wydaje sig
obiecujaca, innowacyjng metoda in vitro mogacag
uzupelnia¢ proces diagnostyczny, szczegolnie
w przypadkach watpliwych, w ktérych rutynowo
stosowane metody nie przynosza oczekiwanych
odpowiedzi. Podkresla sig przydatnosé BAT
w diagnostyce alergii o podlozu IgE-zaleznym;
nalezy zwréci¢ uwage réwniez na mozliwos¢ wy-
korzystania tego testu w diagnostyce nadwrazli-
wosci o ztozonym mechanizmie. Przyklad przed-
stawiony w niniejszej pracy pokazuje mozliwos¢
jego wykorzystania w pracy klinicznej w ocenie
nadwrazliwo$ci na kwas acetylosalicylowy. Nale-
zy jednak podkresli¢, ze aktualnie obowigzujace
standardy alergologiczne nie zalecajg stosowania
BAT rutynowo ze wzgledu na niewystarczajgcg
czuloéé, swoistosé i powtarzalnoéé wynikow.
Ostateczne miejsce BAT w procesie diagnostyki
alergologicznej wymaga dalszych badan. W celu
rozwoju i standaryzacji testu aktywacji bazofilow
utworzono pod auspicjami Europejskiej Akademii
Alergologii i Immunologii Klinicznej (EAACI)
grupe EuroBAT.
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