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STRESZCZENIE

Diagnostyka alergii zawodowej typu natychmiastowego w wiekszosci przypadkow jest bardzo zlozona. W duzym stopniu spo-
wodowane jest to znaczna réznorodnoscia alergenéw zawodowych oraz brakiem wystandaryzowanych metod diagnostycznych.
Komercyjnie dostepne odczynniki do punktowych testéw skérnych réznych firm charakteryzuja sie rozna zawartoscia bialek
dzialajacych alergizujaco, a w niektorych nie ma najwazniejszych alergenéw. Takze zestawy do oznaczania alergenowo swo-
istych IgE w surowicy charakteryzuja si¢ rzna trafno$cia diagnostyczna. W niektérych przypadkach fatszywie dodatnie wyniki
oznaczania asIgE sa wynikiem alergii krzyzowej na pospolite alergeny $rodowiska. W tym ostatnim przypadku pomocne w wy-
kluczeniu nadwrazliwoéci krzyzowej jest oznaczanie asIgE dla tzw. determinant weglowodandéw reagujacych krzyzowo (CCDs).
W pracy oméwiono strukture biochemiczng determinant weglowodanowych, ich wystepowanie, mozliwy wptyw na wyniki ba-
dan laboratoryjnych in vitro stosowanych w diagnostyce alergii, a takze metody stuzace ich identyfikacji. Przedstawiono réwniez
proby wykorzystania CCDs w diagnostyce alergii zawodowej. Med. Pr. 2010;61(1):79-89
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ABSTRACT

In most cases diagnosis of immediate-type occupational allergy is very complex. Mainly it is caused by diversity of occupational
allergens and lack of standardized diagnostic methods. The content of allergic proteins in commercially available skin prick
test reagents differs between companies and in some the most important allergens are not named. Also the evaluation of se-
rum specific IgE (asIgE) is characterized by different diagnostic accuracy. In some cases, false-positive results of asIgE detection
are the consequence of cross-reaction to common environmental allergens. In those cases it is helpful to determine asIgE for
cross-reacting carbohydrate determinants (CCDs) to exclude cross-hypersensitivity. The presented paper reviews the structure
of carbohydrate determinants, their prevalence and possible impact on laboratory in vitro tests used in allergy diagnostics, as
well as the methods of their identification. Possible applications of CCDs in occupational allergy diagnostics are also discussed.
Med Pr 2010;61(1):79-89
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WPROWADZENIE wanych metod diagnostycznych. Dotychczas opisano

okoto 400 alergendéw, ktére moga powodowac alergie
Diagnostyka alergii zawodowej typu natychmiasto- pochodzenia zawodowego (1). Tradycyjnie dzielimy te
wego w wigkszosci przypadkow jest bardzo zlozona. czynniki na alergeny o duzej i matej masie czasteczko-
Jest to spowodowane giéwnie znaczng réznorodnoscia  wej. Do alergendéw o duzej masie czasteczkowej nale-
alergenéw zawodowych oraz brakiem wystandaryzo- za czynniki pochodzenia roslinnego (np. maki, lateks
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gumy naturalnej, enzymy, kalafonia) i pochodzenia
zwierzecego (alergeny zwierzat laboratoryjnych i ho-
dowlanych). Sa to proteiny lub glikoproteiny o masie
czasteczkowej od 7 do 70 KDa (2). Z kolei alergeny
o malej masie czasteczkowej sa haptenami, ktére na-
bieraja zdolnosci wywotywania reakcji immunologicz-
nej dopiero po polaczeniu z czgstkami biatkowymi.
Zaliczamy do nich czynniki pochodzenia organiczne-
go (leki) i pochodzenia nieorganicznego (izocyjania-
ny, bezwodniki kwasowe, metale, akrylany, barwniki
i $rodki odkazajace).

ALERGIA | ALERGENY

Klemens von Pirquet w 1906 roku wprowadzil ter-
min ‘alergia’, okreslajac w ten sposdb zmieniong od-
czynowo$¢ organizmu na antygen podany powtdrnie
(3). Z czasem zaczgto go uzywaé w wezszym znacze-
niu — jako synonim nadwrazliwosci (3). W najnowszej
terminologii alergologicznej, zmodyfikowanej przez
zespol ekspertéw Europejskiej Akademii Alergologii
i Immunologii Klinicznej (European Academy of Al-
lergy and Clinical Immunology), zaproponowano, aby
»alergia” nazywac reakcje nadwrazliwosci zapoczatko-
wane przez mechanizmy immunologiczne, natomiast
»nadwrazliwo$¢” zdefiniowano jako obiektywnie po-
wtarzalne objawy, wywolywane przez ekspozycje na
okreslony bodziec obecny w dawce tolerowanej przez
zdrowe osoby (4).

W $rodowisku komunalnym i zawodowym wy-
stepuje wiele alergenéw warunkujacych alergie typu I
wedtug Gella i Coombsa (2). Alergeny, czyli antygeny
wywolujace alergie, s3 to substancje, ktére organizm
rozpoznaje jako obce, w zwigzku z czym s3 one zdolne
do wywolywania w ustroju reakcji immunologicznych
i swoistego reagowania z przeciwcialami oraz recepto-
rami uczulonych limfocytéw (4,5). Istotnym elemen-
tem bioracym udzial w rozpoznaniu przez uklad im-
munologiczny danego alergenu s3 wystepujace na nim
okreslone fragmenty zwane epitopami.

Epitopy, inaczej determinanty alergenowe, stano-
wig fragment tancucha polipeptydowego o charakte-
rystycznej sekwencji aminokwaséw, za pomoca kto-
rych alergen wigze si¢ z przeciwcialem lub receptorem
limfocytow T (5). Epitop stanowi okreslong sekwencje,
co moze prowadzi¢ do wystepowania podobienstw po-
miedzy epitopami zupelnie odmiennych i niespokrew-
nionych ze sobg alergenéw. Gdy pojedynczy alergen
zawiera od kilku do kilkudziesigciu epitopdw, zjawisko
to okreslamy jako wielowaznos¢.

Alergia krzyzowa

Specyficzne przeciwciala wytworzone w kontakcie
z danym alergenem s3 zdolne do krzyzowej reakc;ji z in-
nym na skutek wyzej wymienionych podobienstw (6).
O reaktywnosci krzyzowej (cross-reactivity) mowimy,
gdy jedno przeciwcialo (lub receptor komoérki T) reagu-
je zdwoma alergenami (5). Do wyindukowania krzyzo-
wej reaktywnos$ci wymagane jest przynajmniej 70-pro-
centowe podobienstwo sekwencji, natomiast biatka,
ktérych podobienstwo jest mniejsze niz 50%, reaguja
krzyzowo bardzo rzadko (7,8).

Szerszym pojeciem, zawierajagcym w sobie réwniez
definicje krzyzowej reaktywnosci, jest wspolrozpozna-
nie (co-recognition). Termin ten moze by¢ uzywany
w przypadkach, w ktérych wspéinarazenie na wiele
zrédel majacych homologiczne molekuly uniemozliwia
identyfikacje czynnika uczulajacego. Jezeli znany jest
czynnik uczulajacy, méwimy o reaktywnosci krzyzo-
wej (cross-reactivity). Z kolei wspoétuczulenie (co-sen-
sitization) oznacza uczulenie na kilka réznych zrodet
alergendw, ktore nie majg wspdlnych antygenow (8).

Przykladem reaktywnosci krzyzowej wystepujacej
wsrod alergenow sa sezonowo wystepujace alergie po-
karmowe, nasilajace si¢ w okresie pylenia niektérych
roélin.

W zespole alergicznym jamy ustnej (oral allergy
syndrom — OAS) u pacjentéw uczulonych uprzednio
na pytki roélin pojawiaja si¢ objawy miejscowej anafi-
laksji jamy ustnej i gardfa podczas kontaktu z alerge-
nem pokarmowym. W strefie klimatu umiarkowanego
zespot OAS jest poprzedzony najczesciej uczuleniem na
pylki brzozy (9). Podlozem takiej krzyzowej reaktyw-
nosci moga by¢ zaréwno epitopy o biatkowej struktu-
rze biochemicznej, jak i krzyzowo reagujace determi-
nanty weglowodanowe.

Opisano takze wspolwystepowanie alergii na lateks
gumy naturalnej (LGN) z alergia na owoce potudnio-
we (przede wszystkim banana, awokado, kiwi i papa-
je). Zespot ten nazwano zespotem lateks-owoce (latex-
-fruit syndrom). W surowicy oséb uczulonych na LGN
stwierdzano obecnos$¢ swoistych przeciwcial réwniez
dla innych alergenéw pokarmowych, takich jak ana-
nas, melon, mango, seler, ziemniak, rézne gatunki
orzechéw, pomidor i marchew (10-13). Niektorzy auto-
rzy podaja, ze ponad 50% pacjentéw z alergia na LGN
wykazuje jednocze$nie objawy uczulenia na owoce
egzotyczne (14). Badania przeprowadzone w populacji
0s0b z alergia pokarmowa ujawnily czestsze niz u os6b
bez takiej alergii wystepowanie alergii na lateks gumy
naturalnej (10,4% vs 5,6%) (15).
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Wykazano takze, ze alergia na grzyby plesniowe moze
by¢ przyczyna rozwinigcia sie alergii na LGN — zapro-
ponowano tu nazwe zespol lateks-plesnie (latex-mould
syndrome) (16). Zaobserwowano odczyny krzyzowe
miedzy alergenami LGN — Hev b 9 i Hev b 10 a ho-
mologicznymi proteinami z Cladosporium herbarum
i Aspergillus fumigatus.

Reaktywnos¢ krzyzowa moze dotyczy¢ jednej grupy
alergenow, tj. spokrewnionych gatunkowo (np. drzewa
nalezace do rzedu bukowatych czy rézne gatunki traw)
lub wielu alergenéw, poprzez wystgpowanie tzw. pa-

Tabela 1. Przyklady panalergendw i najczestsze reakcje krzyzowe*

nalergendw. Panalergeny s3 to substancje o podobnej,
a nawet jednakowej budowie, powszechnie wystepuja-
ce i odpowiedzialne za rozwdj krzyzowej reaktywno-
$ci u gatunkow ze sobg niespokrewnionych (tab. 1) (5).
Za reaktywnos¢ krzyzowa odpowiedzialne sg réwniez
biatka PR (pathogenesis-related: PR-2, PR-3, PR-5,
PR-10, PR-12 i PR-14), ktére powstaja w komoérkach ro-
$lin pod wplywem stresu — tzn. infekgji, zimna, pro-
mieniowania UV-B i innych czynnikéw (np. biatko
PR-3 homologiczne z alergenami owocdw, takich jak
banany, awokado) (8).

Table 1. Examples of panallergens and the most frequent cross-reactions*

Panalergen Funkcja

Panalergen Function

Alergeny dajace reakcje krzyzowe Objawy

Cross-reactive allergens Symptoms

Profiliny / Profilins biatko wigzace aktyne / actin-binding protein

Polkalcyny / Polcalcins  biatko wigzace wapn / calcium-binding protein

Enolaza / Enolase enzym bioracy udzial w procesie glikolizy /

/ glicolitic enzyme

Chitynaza / Chitinase  skladnik $ciany komérkowej grzybow
i cytoszkieletu insektow /

/ cell wall’s element of the fungi

and the insects cytoskeleton

biatko PR-3 / PR-3 protein

Tropomiozyna /
/ Tropomyosine

biatko fibrylarne mieéni /
/ the muscles fibrillar protein

LTP lipidowe biatka transferowe /
/lipid transfer protein
Biatko PR-14
PR-14 protein

Albuminy / Albumins  gltéwne biatko osocza / principal serum protein

brzoza / birch [Bet v 2]

oliwa / olive [Ole e 2]

tymotka / timothy [Phl p 12]
ambrozja / ambrosia [Amb a]

seler / celery [Api g 4]

lateks / latex [Hev b 8]

orzech laskowy / hazel-nut [Ara h 5]

brzoza / birch [Bet v 3, Bet v 4]
oliwa / olive [Ole e 3]

tymotka / timothy [Phl p 4]
ambrozja / ambrosia [Amb a]

lateks / latex [Hev b 9]

Alternaria alternata [Alta 11]
Cladosporium herbarum [Cla h 6]
Aspergillus fumigatus [Asp f]

zespot lateks—pleénie /
/ latex-mould syndrome

lateks / latex [Hev b 11, Hev b 6.02]
rzepa / turnip [Brar 2]

kasztan jadalny / chestnut [Cas s 5]
kiwi / kiwi [Act c]

awokado / avocado [Persa 1]
winogrono / grape [Vit v]

zespot lateks—owoce /
/ latex-fruits syndrome

D. farinae [Der f 10]

D. pteronyssinus [Der p 10]
krab / crab [Cha f 1]

ostryga wielka / oyster [Cra g 1]
anisakis simplex [Ani s 3]

oliwa / olive [Ole e 7]

orzeszki ziemne / hazel-nut [Ara h]
kasztanowiec / chestnut [Cas s]
jabtko / apple [Mal d 3]

marchew / carrot [Dau ]
kukurydza / corn [Zea m 14]

DSA — dog serum albumin zespol migso wolowe-pies /
/ raw beef-dog epithelium

syndrome (17)

BSA — bovine serum albumin

* Na podstawie: / Based on: Ferreira F, Hawranek T., Gruber P., Wopfner N., Mari A.: Allergic cross-reactivity: from gene to the clinic. Allergy 2004;59:243-267.
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CHARAKTERYSTYKA KRZYZOWO REAGUJACYCH
DETERMINANT WEGLOWODANOWYCH

Krzyzowo reagujace determinanty weglowodanowe
(cross-reacting carbohydrate determinants — CCDs) sa
glikoproteinami, ktére zawieraja rézne ilosci weglowo-
danéw, przytaczonych jako krétkie lub diugie (do 15 je-
dnostek), rozgalezione lub nierozgalezione tancuchy
(18,19). Glikozylacja biafek jest procesem istotnie zmie-
niajacym ich wlasciwosci. Prowadzi ona migdzy innymi
do zwigkszenia hydrofilnosci biatek, chroni je przed pro-
teolizg oraz wzmacnia oporno$¢ na temperature (20,21).
Lancuchy glikanowe w glikoproteinach sg przylaczone
do bialek w $cidle okreslonych miejscach. Wyréznia sie
N-glikany z resztami cukrowymi powigzanymi z aspa-
raging oraz O-glikany z cukrami polaczonymi z sery-
ng, treoning lub hydroksyproling (6,22). W zwiazku
ze swoim powierzchniowym usytuowaniem w komoérce
struktury weglowodanowe moga stanowic¢ strone im-
munogenizujacy, a takze element wigzacy IgE (22,23).
W odpowiedzi na kontakt z krzyzowo reagujacymi de-
terminantami weglowodanowymi wytwarzane s3 w or-
ganizmie specyficzne przeciwciala zwane anty-CCD IgE
(24,6). Podkresla sig, ze te specyficzne IgE moga wyste-
powac u kazdego czlowieka, a szczegélnie u pacjentéw
uczulonych na pytki rolin (25).

Krzyzowo reagujace determinanty weglowoda-
nowe s3 w $rodowisku bardzo rozpowszechnione.
Charakterystyczne cechy struktury biochemicznej
poszczegolnych CCDs odpowiadaja za rozwoj krzy-
zowej reaktywnosci. Cecha budowy N-glikanéw po-
chodzenia roslinnego, a takze wystepujacych u owa-
dow (np. Apis mellifera), jest obecno$¢ reszty alfa-1,3-
-fukozy. Podobne fancuchy zostaly opisane u roba-
kéw pasozytniczych (np. Schistosoma mansoni, Schi-
stosoma japonica) (26,27) oraz u $limakow (28,29).
Wystepowaniem reszty alfa-1,3-fukozowej tluma-
czy sie¢ krzyzowa reaktywnos¢ wystepujaca miedzy
alergenami roélinnymi a pochodzgcymi od owadow
(6,30-32). Z kolei w N-glikanach ssakéw wystepu-
je fukozylacja w pozycji 1,6 i dlatego nie reaguja one
z alfa(1,3)-fukozo-N-glikanami i beta(1,2)-ksylozo-N-
-glikanami pochodzacymi od roslin i alfa(l,3)-
-fukozo-N-glikanami owaddéw (6,22,30,33).

Czestos¢ wystepowania CCD w populacjach

Wyniki badan epidemiologicznych oceniajacych wy-
stepowanie krzyzowo reagujacych determinant weglo-
wodanowych w surowicy wykazuja do$¢ znaczng roz-
bieznos¢. Van Ree i Aalberse wykazali obecnos¢ anty-

CCD IgE u 10-15% pacjentéw z alergia na pylki traw
(34). Z kolei w badaniach Mariego i wsp. az u 41,7%
pacjentow, ktérzy byli uczuleni przynajmniej na jeden
gatunek pylkoéw, i 62,4% pacjentéw uczulonych na kil-
ka rodzajow pytkéow wykazano obecnos¢ specyficznych
przeciwcial przeciwko determinantom weglowodano-
wym (35). Kilka lat pdzniej Mari badatl rozpowszech-
nienie wystepowania asIgE przeciwko CCDs w gru-
pie 1831 pacjentéw i otrzymat wyniki dodatnie u 23%
0s6b (25). Rozpowszechnienie anty-CCD IgE réznilo
sie w poszczegdlnych podgrupach pacjentéw — wynik
dodatni stwierdzono u:

5% osob bez choroby alergicznej,

31% o0s6b uczulonych na jeden gatunek pyltkéow,

71% oséb uczulonych na wiele gatunkéw pytkow,

10% o0so6b uczulonych na alergeny inne niz pylki.

W innej badanej grupie obecnos¢ anty-CCD IgE
wykazano u 10-50% oséb uczulonych na pomidory,
marchew, seler lub cukinie (22,36). Tretter i wsp. (30)
ocenili czgstos¢ wystepowania CCDs wsrod pacjentow
uczulonych na jady owadéw blonkoskrzydtych na 28%.
Z kolei w badaniach przeprowadzonych przez Kochuyt
wykazano obecnos¢ przeciwcial przeciwko determi-
nantom weglowodanowym u jednego z 4 pacjentéw
uczulonych na jad pszczoly miodnej oraz u jednego
z 10 pacjentéw uczulonych na jad szerszeni (37).

Jin i wsp. objeli badaniem 174 pacjentéw, wsrod kto-
rych 70 0séb bylo uczulonych na jeden rodzaj alergenu
iu 17 z nich (24%) wykryto przeciwciala przeciwko de-
terminantom weglowodanowym. Pozostale 104 osoby
byly uczulone na kilka rodzajéw alergenéw, a anty-
CCD IgE byty obecne u 43 0séb (41%). Takze poziom
tych przeciwcial byl wyzszy niz w grupie uczulonych na
jeden alergen (38).

U 7 z 40 pacjentéw uczulonych na owady wykazano
anty-CCD IgE, a 5 0s6b z tej grupy mialo nieistotne kli-
nicznie IgE reagujace z lateksem (39).

Niewiele jest danych dotyczacych czestosci wy-
stepowania CCDs wérdd populacji z alergia zawodo-
wa. W badaniach Raulf-Heimsoth i wsp. (23) obec-
no$¢ determinant wodoroweglanowych stwierdzono
u 11% pracownikow stuzby zdrowia (u 12 pacjentéw
z 104-osobowej grupy badanej). Srednie stezenie CCDs
wyniosto 0,67 kU/], a zakres otrzymanych dodatnich
wynikow od 0,37 do 7,95 kU/1 (23).

Dotychczasowe badania dotyczace CCDs

Pierwsze doniesienie dotyczace glikanowej struktury
roélin ukazalo si¢ w roku 1970 i obejmowalo badania
Yasuda i wsp. (40) nad proteazg pochodzacg z ananasa,
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tzw. bromeling. Kolejni autorzy potwierdzili obecnos¢
glikoprotein niewystepujacych u ssakéw tj. alfa-1,3-
-fukozy i ksylozy (41). Z kolei za poczatek debaty nad
krzyzowo reagujacymi determinantami weglowoda-
nowymi mozna przyjac rok 1981, kiedy Aalberse i wsp.
powiazali homologie budowy glikanéw roslinnych
i pochodzacych od owadéw w zwiazku z obecnosciag
wspolnej reszty alfa-1,3-fukozowej (24).

Van der Venn i wsp. jako jedni z pierwszych zbada-
li surowice pacjentéw zawierajace swoiste przeciwciala
skierowane przeciwko orzeszkom ziemnym, ktérzy nie
zglaszali objawéw chorobowych po kontakcie z tym
alergenem (42). Wyniki badan pokazaly, ze wérod tych
pacjentéw tylko wysokie stezenie ekstraktu z orzesz-
kéw moze wywola¢ aktywacje komorek efektorowych
(tj. bazofili i neutrofili) w surowicy, podczas gdy u oséb
faktycznie uczulonych na orzeszki bardzo mata ilo$¢
alergenu jest wystarczajaca do degranulacji komorek
tucznych. Oznacza to, ze anty-CCD IgE przeciwko
orzeszkom ziemnym nie sg zwigzane z wystepowaniem
objawéw klinicznych uczulenia (42).

Takze Mariiwsp. prowadzili badania majace na celu
identyfikacje osob, u ktérych prawdopodobienstwo
wystepowania anty-CCD IgE jest wysokie. Obserwacji
poddano grupe 4535 pacjentow, ktora obejmowata oso-
by uczulone na jeden lub kilka alergenéw roslinnych,
na alergeny inne niz roslinne, oraz osoby bez choréb
alergicznych. U wszystkich badanych wykonano testy
skorne z bromeling (glikozylowany alergen z wyciagu
z ananasa), ktére daly wynik dodatni tylko u 0,08%
(tj. 4 pacjentow). Jednoczesnie u 23% oséb z ujemny-
mi wynikami testow skérnych z bromeling stwierdzo-
no obecno$¢ swoistych IgE dla bromeliny w surowicy
krwi (25). Zjawisko to wytlumaczono wystepowaniem
przeciwcial anty-CCD IgE rozpoznajacych tylko epito-
py weglowodanowe, ktore reaguja w testach in vitro, ale
nie s3 one zdolne do degranulacji komorek tucznych.
Z tego powodu u wspomnianych powyzej 4 pacjentow
z dodatnim wynikiem testu skornego z bromeling mu-
sialo doj$¢ do rozpoznania 2 epitopéw w jej czasteczce,
np. glikanowego i peptydowego, co w rezultacie dopro-
wadzilo do krzyzowego wigzania receptoréw i degra-
nulacji komoérek efektorowych (25).

Mozliwos¢ krzyzowej reakeji przeciwcial anty-CCD
IgE prowadzi w niektérych przypadkach do bledow
w diagnostyce in vitro (6,22). Na przyklad jezeli pa-
cjent jest uczulony na pytki roélin i/lub jady owadow
blonkoskrzydtych i w jego surowicy obecne s3 swoiste
przeciwciala IgE dla determinant weglowodanowych,
to moze si¢ zdarzy¢, ze beda one reagowaly z czgscig in-

nych antygendéw, z ktérymi pacjent nie mial stycznosci
np. z lateksem. Wynik testu sugeruje wtedy uczulenie
na lateks (35).

Mabhler i wsp. (43) w badaniu 125 pacjentéw z aler-
gia na jady owadow (Apis mellifera i/lub Vespula sp.)
u 17 pacjentow (13,6%) stwierdzili swoiste przeciwciala
IgE przeciwko alergenom lateksu, bez wcze$niejszego
wywiadu w kierunku alergii po kontakcie z lateksem.
Grupe kontrolng stanowito 30 pacjentéw z klinicznymi
objawami alergii na lateks. U 21 0séb(70%) z tej gru-
py stwierdzono dodatnie wyniki oznaczenia swoistych
IgE w tescie CAP FEIA przeciwko jadom pszczét lub
os mimo braku objawéw i wcze$niejszego wywiadu
w kierunku alergii na jady i pytki. Odpowiedzialne za
te réznice moga by¢ determinanty weglowodanowe,
ktére dzielg wigzanie IgE na alergenach lateksu i jadéw
owadow.

W takich przypadkach wazna jest dokladna analiza
wywiadu pacjenta oraz skonfrontowanie objawdow kli-
nicznych z wynikami testéw in vitro. Ponadto, nakta-
danie sie antyglikanowych IgE na antypeptydowe IgE
w surowicy skierowanych do tego samego alergenu
moze prowadzi¢ do blednej oceny cigzkosci uczule-
nia (23).

ZASADY OZNACZANIA KRZYZOWO REAGUJACYCH
DETERMINANT WEGLOWODANOWYCH

W celu identyfikacji alergii krzyzowej stosowane sg rdz-
ne metody. Na poczatku lat 80. XX wieku zostal opra-
cowany tzw. test aktywacji bazofili (basophil activation
test — BAT), ktory wykorzystuje zdolnos¢ granulocy-
tow zasadochlonnych do ekspresji na swej powierzchni
czasteczki CD63 lub CD45 (44,45). Ebo i wsp. wykazali,
ze metoda ta jest przydatna w szerszej, dokladniejszej
diagnostyce i weryfikacji rozpoznania alergii na lateks,
poniewaz pobudzone bazofile CD63+ wykrywane przy
uzyciu cytometrii przeplywowej stwierdzane sg wy-
facznie w przypadku istotnej klinicznie alergii na la-
teks (46).

Z kolei jedna z gtéwnych i najpowszechniej stosowa-
nych metod wykrywania specyficznych anty-CCD IgE
przeciwcial w badanej surowicy jest test immunoCAP
z uzyciem determinanty MUXEF3, otrzymywanej z tra-
wienia bromeliny. Weglowodanowy tancuch MUXEF3
jest znajdowany w wielu innych biatkach roslinnych,
jednak poniewaz prawdziwa alergia na bromelie wyste-
puje w populacji generalnej bardzo rzadko, umozliwia to
wykorzystanie ww. determinanty w tescie. Dodatni wy-
nik oznacza, Ze osocze pacjenta zawiera anty-CCD IgE.
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Uprzednio wykorzystywang determinanta byla
sama bromelina, jednak wraz z rozwojem metody za-
stosowano MUXF3 determinante — dodatkowo wy-
kluczajac wiazanie przeciwcial z innymi epitopami
na czasteczce bromeliny i tym samym zwigkszajac
wiarygodnos¢ testu. Wada bromeliny jest male spek-
trum glikanéw, co nie oddaje wszystkich determinant
weglowodanowych, zawartych np. w jadach owaddéw.
Alternatywnie stosowano rowniez wyciag z pytku rze-
paku (47).

Do wykrywania specyficznych anty-CCD IgE
przeciwcial w badanej surowicy mozna réwniez uzy¢
peroksydazy chrzanowej (horseradish peroxidase —
HRP), ktéra w odréznieniu od bromeliny jest gliko-
proteing ,,multiwalentng” — sklada sie z 7-cukrowego
tancucha (48).

W celu wyeliminowania interferencji krzyzowo re-
agujacych determinant weglowodanowych mozemy
zastosowa¢ metode wykrywania testem ImmunoCAP
Phadia specyficznych przeciwcial IgE z uzyciem rekom-
binowanych alergenéw (np. lateksu). Alergeny potaczo-
ne s3 z nieglikozylowanym biatkiem wiazgcym malto-
ze (maltose binding protein — MBP), produkowanym
w komorkach E. coli. Samo oznaczenie biatka MBP jest
kontrolg ujemna w tym tescie.

W najnowszych badaniach Chardin i wsp. (49) uzyli
techniki jednowymiarowej (1-D blot) i dwuwymiaro-
wej (2-D blot) analizy elektroforetycznej biatek do wy-
krycia odpowiedzi IgE na peptydowe i weglowodanowe
krzyzowo reagujace determinanty. Sposrod 145 pacjen-
tow uczulonych na kilka rodzajéw pylkéw przy pomo-
cy techniki 1-D blot wyselekcjonowano 45 surowic,
ktére daly wynik dodatni, tzn. krzyzowo reagowaty
z biatkami rzepaku (50,51). Nastepnie surowice te pod-
dano dalszej analizie w technice 2-D blot, co pozwolilo
rozrézni¢ dwa typy surowic reagujacych krzyzowo:

wylacznie z ograniczona liczbg bialek uzytych w ba-

daniu (rozpoznawanych na podstawie reakcji bar-
wienia srebrem),

z licznymi biatkami o masie molekularnej powy-

zej 30 KDa (w ten sposdb reagowato 25-30% suro-

wic).

W trakcie badania obydwa typy surowic poddano
preinkubacji z resztami cukrowymi i obserwowano,
jak ten proces wplynie na reakcje barwienia srebrem.
Okazalo sie, ze w typie pierwszym nie doszlo do mody-
fikacji barwienia, co sugeruje, ze specyficzne IgE tych
surowic rozpoznajg tylko epitopy peptydowe. Z kolei
w przypadku surowic typu drugiego barwienie bylo
calkowicie zniesione, tzn. ze te surowice rozpoznaly

alergeny rzepaku tylko przez krzyzowo reagujace de-
terminanty weglowodanowe. Wykazano, Ze surowice,
ktére zawierajg anty-CCD IgE, daja charakterystyczny
obraz w technice 2-D blot, a mianowicie uwidaczniaja
liczne punkty izoelektryczne o szerokim zakresie, co
odpowiada gléwnie biatkom o masie molekularnej po-
wyzej 30 KDa (50,51).

DIAGNOSTYKA ALERGII ZAWODOWE)J

Pierwsza, istotng czescia procesu diagnostycznego
chorob alergicznych, w tym réwniez tych pochodzenia
zawodowego, jest wywiad przeprowadzany zazwyczaj
w formie kwestionariusza. Malo i wsp. (52) wykazali,
ze pozytywna warto$¢ predykcyjna badania kwestio-
nariuszowego wynosi 63%, a negatywna — 83%. Warto
podkresli¢, ze do tej pory nie ma powszechnie akcepto-
wanego kwestionariusza do badan epidemiologicznych
czy klinicznych w astmie zawodowej.

Kolejnym etapem diagnostyki uczulenia zawodo-
wego jest oznaczenie alergenowo swoistych przeciwcial
IgE (asIgE) w skorze i surowicy. Aby rozpoznanie aler-
gii zawodowej bylo wiarygodne, wymagana jest stan-
daryzacja zaréwno uzywanych alergenéw, jak i wy-
konywania danej metody diagnostycznej. Punktowe
testy skorne (PTS), oparte na zjawisku nadwrazliwosci
natychmiastowej, sa uzywane do stwierdzenia IgE-za-
leznej reakcji w obrebie skory. Sg one badaniem fatwo
dostepnym, czesto ,,pierwszego rzutu” w przypadkach
podejrzenia alergii zawodowej. Nalezy jednak pamie-
ta¢, ze komercyjnie dostepne odczynniki do punkto-
wych testow skornych réznych firm charakteryzuja
sie rozng zawartoscig bialek dzialajacych alergizujaco,
a w niektdrych brak najwazniejszych alergenow.

Na przykiad w badaniu Walusiak i wsp. (53) czulo$c¢
PTS z maka pszenng wynosita 36,6% i 41,2% w roz-
poznawaniu odpowiednio alergicznego niezytu nosa
i astmy zawodowej. Swoisto$¢ tego testu byla znacznie
wyzsza i wynosifa okoto 90%. Takze Sander i wsp. (54)
stwierdzili niskg czuto$¢ PTS z maka pszenng — odpo-
wiednio 50% i 40%, dla ekstraktéw ALK Abello i Ben-
card oraz z maka zytnia — odpowiednio 67% i 45%.
Co wiecej, autorzy ci wykazali, ze czulos¢ testéw z po-
szczegolnymi ekstraktami maki zalezy od zawartosdci
biatka i jest tym wyzsza, im wigcej biatek o réznych
masach czasteczkowych zawartych jest w danym od-
czynniku uzytym do PTS.

W badaniach van Kampen i wsp. obejmujacych
piekarzy z r6znymi objawami alergicznymi wykonane
testy skorne firmy Bencard (Munich, Germany) z aler-
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genami maki pszennej charakteryzowaly sie 68-pro-
centowg czulo$cig i 74-procentowg swoistos$cig, a z aler-
genami maki zytniej odpowiednio 78-procentowa
czulodcia i 84-procentowa swoistoscig przy przyjetej
wielkosci powstalego babla > 2 mm. Z kolei przy wiel-
kosci babla > 5,0 mm dla testow wykonanych z maka
pszenna czulo$¢ badania wynosita zaledwie 22%
przy 100-procentowej swoistosci. Podobnie 100-pro-
centowa swoistos¢ testow z maka zytnia uzyskano przy
bablu wielkosci > 4,5 mm, ale czulo$¢ tego badania wy-
nosita tylko 38% (55).

Blanco i wsp. wykazali 98-procentowa czulos¢
i 100-procentowa swoistos¢ punktowych testow skor-
nych z uzyciem naturalnego ekstraktu lateksu u 50 pra-
cownikéw stuzby zdrowia z objawami sugerujacymi
uczulenie na lateks (56).

Z kolei w diagnostyce in vitro oznacza si¢ stezenie
catkowitego IgE oraz stezenie swoistych IgE w surowi-
cy za pomoca technik wykorzystujacych znakowane
izotopowo lub enzymatycznie przeciwciala przeciw-
ko IgE. Wyniki wyraza sie jako calkowitg liczbe zliczo-
nych impulséw radioaktywnych (cpm) lub w jednost-
kach Ig (IU/ml, kU/I) (57). Badania te majg na celu
stwierdzenie wolnych lub zwigzanych na powierzchni
komérek przeciwcial IgE.

Podobnie jak w przypadku PTS takze zestawy do
oznaczania alergenowo swoistych IgE (asIgE) w suro-
wicy charakteryzuja sie r6zng trafnoscig diagnostycz-
ng. Na przykiad w wigkszosci przypadkéw oznacza-
nie asIgE metoda EIA jest metoda bardzo czula, ale
jednocze$nie malo swoista w poréwnaniu z metoda
EIA-CAP. W badaniu Walusiak i wsp.(53) oznaczenia
asIgE w surowicy charakteryzowalo si¢ jedynie nie-
co wyzsza czuloscig w diagnostyce zawodowego nie-
zytu nosa i astmy (odpowiednio 43,6% i 46,2%) oraz
nieznacznie nizszg swoisto$cig (odpowiednio 83,8%
i 88,7%).

Van Kampen i wsp. wykazali 87-procentowa czu-
tos¢ i 68-procentowa swoistos¢ testow in vitro firmy
ImmunoCap (Phadia, Uppsala, Sweden) z alerge-
nami maki pszennej oraz 87-procentowa czulos¢
i 62-procentowy swoistos¢ dla alergenéw maki zyt-
niej przy przyjetej wartosci granicznej > 0,35 kU/I
(55). Testy wykazywaly 100-procentowa swoistosc,
gdy wartos¢ graniczna wynosita > 2,32 kU/1 dla maki
pszennej (czulo$é: 51%) i > 9,64 kU/1 dla maki zyt-
niej (czutosé: 30%). W pracy Blanco i wsp. czulos¢ te-
stow in vitro z alergenami lateksu wynosita 86% dla
Cap system i 84% dla metody AlaSTAT (56). Z kolei
Smith i wsp. wykazali czuto$¢ 54% i swoistos¢ 87,5%

w badaniu in vitro z alergenami lateksu, oraz od-
powiednio 77-procentowg i 75-procentowa czulo$é
i swoistos¢ z uzyciem rekombinowanego alergenu
rHev b 5 przy uzyciu metody ImmunoCap (Phadia,
Uppsala, Sweden) (13).

W niektoérych przypadkach falszywie dodatnie wy-
niki oznaczania asIgE sa wynikiem alergii krzyzowej
na pospolite alergeny srodowiska. Wéwczas pomocne
w wykluczeniu nadwrazliwosci krzyzowej jest ozna-
czanie asIgE dla determinant weglowodandéw reaguja-
cych krzyzowo.

Generalnie uwaza sie, ze oznaczenia aslIgE in vitro
sa badaniem bardziej czulym, ale mniej swoistym niz
punktowe testy skorne (58), a dodatnie wyniki zdarzaja
sie rowniez u pacjentéw nieuczulonych na badany aler-
gen (59).

Zlotym standardem w diagnostyce zawodowej aler-
gii drég oddechowych pozostaje test swoistej prowo-
kacji wziewnej (58). Poniewaz trafno$¢ diagnostyczna
poszczegolnych metod stosowanych w diagnostyce
zawodowej alergii ukladu oddechowego jest niska, to
przy braku przeciwwskazan kazdorazowo powinna by¢
przeprowadzona swoista proba prowokacyjna z alerge-
nami zawodowymi. Testy prowokacyjne majg zwykle
charakter wziewny (inhalacyjny). Préba prowokacyjna
moze by¢ przeprowadzona na stanowisku pracy lub
w odtworzonych w laboratorium warunkach odpowia-
dajacych srodowisku pracy.

U niektérych pacjentéw, z wyjsciowa prawidiowa
reaktywnos$cig oskrzeli, izolowanym objawem ast-
my zawodowej w teScie prowokacyjnym jest wzrost
nadreaktywnosci oskrzeli (60). Problemem sa falszy-
wie dodatnie i ujemne wyniki prob prowokacyjnych.
Falszywie dodatni wynik testu swoistej prowokacji
wziewnej mozna uzyskac u osoby z cigzka astmga, kto-
rej na czas testu odstawiono leki przeciwastmatyczne.
W przypadkach wysokich stezen pytu prawdopodobne
jest wywolanie efektu draznigcego, zwlaszcza u oséb
wykazujacych cechy nadreaktywnosci oskrzeli. Tak-
ze wsrod chorych na astme atopowa, wywolang przez
pospolite alergeny $rodowiska, bez alergii na czynniki
srodowiska pracy, test prowokacyjny moze spowodo-
wac skurcz oskrzeli i objawy niezytu nosa. W takich
przypadkach konieczne jest uzycie obiektywnych me-
tod diagnostycznych.

Wryniki falszywie ujemne testu prowokacyjnego
mozemy uzyska¢ w grupie pacjentéw przyjmujacych
leki rozszerzajace oskrzela czy glikokortykosteroidy. Sa
jednak tez tacy chorzy, u ktérych doszlo do wygasze-
nia nadreaktywnosci oskrzeli w wyniku zaprzestania
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ekspozycji zawodowej. Alergiczne procesy zapalne to-
czace si¢ w drogach oddechowych mozna monitorowac,
oceniajac sktad poptuczyn nosowych lub plwociny in-
dukowanej. Skutkiem prowokacji alergenem, zaréwno
donosowej, jak i dooskrzelowej, jest uogélniony proces
zapalny w drogach oddechowych. Typowy obraz reak-
cji alergicznej to dlugotrwaly wzrost catkowitej licz-
by komorek, liczby i odsetka eozynofiléw oraz wzrost
warto$ci wskaznika przepuszczalnosci naczyn, utrzy-
mujace si¢ do 24 godziny, z towarzyszaca znamiennie
wyzszg warto$cig noty objawow klinicznych (61).

ZNACZENIE CCDs W ALERGII ZAWODOWE)J

Znaczenie kliniczne krzyzowo reagujacych determi-
nant weglowodanowych w diagnostyce alergii, w tym
pochodzenia zawodowego, nie zostalo dotychczas
okreslone. Wyniki badan Van der Veena i wsp. (42)
oraz Mariego (25) s3 przytaczane jako dowdd przeciw-
ko istotnosci klinicznej determinant weglowodano-
wych. Z innej strony dostepne sa wstepne dane akcen-
tujace istotng role CCDs wsrod pacjentéw uczulonych
na alergeny pokarmowe (22).

Warte podkreslenia jest to, ze CCDs s3 przyczyna
blednych wynikéw testéw diagnostycznych opartych na
diagnostyce in vitro (6). Przeciwciala te moga powodo-
wac wystapienie falszywie pozytywnych wynikéw w po-
wszechnie stosowanych testach komercyjnych, co znacz-
nie utrudnia diagnostyke alergii zawodowej typu I. Na
przyktad wsréd pacjentéw uczulonych na pytki roslin
i/lub jady owadéw blonkoskrzydlych mozemy spodzie-
wac si¢ pozytywnych wynikéw w badaniu in vitro, su-
gerujacych uczulenie na lateks w zwigzku z obecnoscia
asIgE dla determinant weglowodanowych (23,35,43,62).

Szacuje si¢, ze 13,6% o0s6b uczulonych na jady
pszczoly miodnej i szerszeni ma dodatni wynik w te-
stach in vitro z lateksem bez klinicznych objawéw po
kontakcie z tym alergenem. U 7 z 40 pacjentéw uczulo-
nych na jady owadéw wykazano anty-CCD IgE, a 5 0s6b

z tej grupy mialo nieistotne klinicznie IgE reaguja-
ce z lateksem (39). Uwaza sie, ze za reakcje krzyzowe
miedzy tymi alergenami odpowiedzialne s3 epitopy
weglowodanowe zawarte w alergenie lateksu Hev b2
(beta-1,3-glukaza) oraz jadu owadéw blonkoskrzy-
dlych (fosfolipaza A2, hialuronidaza i kwasna fosfa-
taza). Zaobserwowano ze w surowicy oséb z izolowa-
nym uczuleniem na lateks, przebiegajacym z objawami
klinicznymi, nie stwierdza si¢ na ogoét anty-CCD IgE,
poniewaz gléwne alergeny lateksu Hev b5 i Hev b6 nie
zawierajg reszt cukrowych (39).

Pilotazowe wyniki uzyskane w Instytucie Medycy-
ny Pracy w Lodzi pokazuja, ze anty-CCD IgE wystepu-
ja u 10% pacjentéw z podejrzeniem alergii zawodowej
i nie dotycza w wigkszym stopniu tych chorych, u kté-
rych nie ma podstaw do rozpoznania choroby zawo-
dowej. Okreslenie przydatnosci identyfikacji tych de-
terminant w diagnostyce réznicowej alergii zawodowej
wymaga dalszych badan w wigkszych grupach pacjen-
tow narazonych na rézne alergeny zawodowe (63).

Waznym aspektem diagnostyki alergii typu I jest
takie ulepszenie metody in vitro, ktére wyeliminuje in-
terferencje krzyzowo reagujacych anty—-CCD IgE (64).
Pierwszym krokiem w tym kierunku jest umiejetne
wykrycie falszywie dodatnich wynikow testéw, tzn. ta-
kich, ktére zawieraja anty-CCD IgE, a nastgpnym —
podjecie proby zapobiegania wigzaniu tej frakcji IgE
do alergenu. Wskazuje sie, ze poréwnawcze uzycie
oczyszczonych lub glikozylowanych rekombinowanych
alergendéw i ich rekombinowanych nieglikozylowanych
odpowiednikéw produkowanych przez komoérki E. coli
mogloby podnies¢ specyficznos¢ i czulos¢ zaréwno te-
stow in vitro, jak i in vivo (35).

Tak diugo jak nie zostanie wykazana istotno$¢
CCDs in vivo, obecnos¢ tych epitopéw powinna by¢
rozpatrywana przy ocenie wynikéw badan alergolo-
gicznych w surowicy krwi. Wptyw obecnosci CCDs na
wynik badania nalezy podejrzew¢ szczegdlnie w przy-
padku uczulenia na produkty pochodzenia roslinne-
go zawierajace IgE reaktywne glikoepitopy, takie jak
pylki, zywos¢, lateks, glikozylowane alergeny ssakow
(np. owomukoid w jajach czy siers¢ kota), alergeny ryb,
skorupiakéw, mieczakow, roztoczy czy grzybow ple-
$niowych (22).

Cho¢ rola CCDs w codziennej praktyce klinicznej
ma mniejsza wartos¢, to ich obecno$¢ musi by¢ roz-
wazana w diagnostyce choréb alergicznych o etiolo-
gii zawodowej. Oznaczanie asIgE dla CCDs moze by¢
szczegolnie przydatne w przypadkach, gdy wyniki
alergenowo swoistych przeciwcial w surowicy krwi
nie odpowiadaja objawom klinicznym. Proces diagno-
styczny w przypadku podejrzenia alergii zawodowej
ma wyjatkowy charakter, gdyz zachodzi konieczno$¢
udowodnienia lub wykazania z przewazajacym praw-
dopodobienstwem, ze choroba jest spowodowana nad-
wrazliwoscig na alergen specyficzny dla $rodowiska
pracy. W zwiazku z tym w toku procesu orzeczniczego
dazy sie do wykazania uczulenia na alergeny zawodowe
iwjak najwigkszym stopniu wykluczenia krzyzowej re-
aktywnosci miedzy powszechnie wystepujacymi aler-
genami Srodowiska komunalnego.
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