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Factors influencing reliability of serological IgE tests in
diagnostics of allergy

S UMMARY

There are many methods allowing to measure levels of allergen-specific IgE in
serum, which is very helpful in diagnosis of allergy. The level of complexity of
those serology technics is high, however, this issue is often not considered.
The paper describes matters related to calibration and standardization,
focusing on features, which should be considered in choosing appropriate IgE
serology tests for clinical practice.

Istnieje szereg metod pozwalajagcych na okreslenie poziomu alergenowo
swoistych immunoglobulin IgE we krwi, ktére sg niezwykle pomocne w
rozpoznaniu choroby alergicznej. Kwestia poziomu skomplikowania
tego typu testow immunologicznych jest bardzo wazna, jednakze czesto
pomijana. W ponizszej pracy zwrécono uwage na najwazniejsze kwestie
zwigzane z kalibracjg i standaryzacjg metody, wyszczegdlniajac cechy,
na ktére nalezy szczegodlnie zwroci¢ uwage przy wyborze testow do
wykorzystania w praktyce klinicznej.
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W przebiegu choroby alergicznej istotne jest uzyskanie potwierdzenia czynnika
wywotujgcego objawy oraz wskazanie na okreslony mechanizm immunologiczny.
Niezwykte istotnym badaniem pozwalajgcym na potwierdzenie nadwrazliwosci typu | sg
testy immunochemiczne oznaczajgce alergenowo swoiste immunoglobuliny E (sIgE) in
vitro. Testy tego rodzaju sg nieinwazyjne, nie wigzg sie z ryzykiem wystgpienia
niekorzystnej reakcji uktadu immunologicznego pacjenta oraz pozwalajg na otrzymanie
wynikow ilosciowych (1). W przypadku nadwrazliwosci typu |, obecnos¢ przeciwciat IgE
jest warunkiem koniecznym, lecz niewystarczajgcym do wystgpienia objawow choroby
alergicznej. W niektorych przypadkach negatywny wynik testu serologicznego nie musi
Swiadczy¢ o braku alergii, natomiast wynik pozytywny moze wystgpi¢ u osoby bez
objawow alergicznych. Przyktadem sg dodatnie wyniki testu u oséb pracujgcych w stuzbie
zdrowia dla IgE specyficznych wobec antygenow naturalnego lateksu, ktorzy nie
doswiadczajg objawow alergicznych przy kontakcie z lateksowymi rekawiczkami (2). Do
prawidtowej interpretacji wyniku badania slIgE in vitro pomocna jest wiedza na temat
mechanizmu dziatania danego testu oraz jego cech diagnostycznych.
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Historia testow immunologicznych IgE

Ludzkie immunoglobuliny w klasie E zostaty opisane w 1967 roku (3, 4) i od samego
poczatku ich odkrycie zostato wykorzystane w celach diagnostycznych (5). Sposrod
wszystkich grup immunoglobulin IgE charakteryzujg sie niezwykle niskim stezeniem,
najnizszym (0-0,002 mg/mL) ze wszystkich immunoglobulin w surowicy krwi u oséb
dorostych, oraz posiadajg unikalng zdolnos¢ do aktywowania komorek tucznych oraz
bazofiléw (6). Pierwszg metodg pozwalajgcg na ocene stezenia antygenowo swoistych
IgE byt test radioimmunoabsorbciji (radioallergosorbent test — RAST) (5). Metoda stata sie
komercyjnie dostepna w 1972 roku (7). Test RAST w praktyce wykorzystuje korzysci
ptyngce z zastosowania podfoza statego w detekcji antygenowo swoistych
immunoglobulin (8, 9), ktérym w tym przypadku sg krgzki bibuty aktywowane
bromocyjanem ze zwigzanymi kowalencyjnie czgsteczkami alergendw (5). Zwigzanie
slgE do podtoza statego pozwala na jednoczesne oznaczenie réznych izotypow
immunoglobulin specyficznych wobec odmiennych alergendéw. Po drugie, umozliwia
manipulacje stezeniem alergenéw w fazie statej w celu ograniczenia niespecyficznych i
optymalizacji specyficznych reakcji wigzania slgE. Podioze state pozwala rowniez na
rozdziat znakowanych przeciwciat zwigzanych od niezwigzanych, co jest podstawg dla
kompetycyjnych i niekompetycyjnych testow immunologicznych (immunotestéw). W
metodzie RAST slIgE do detekcji zwigzanych z podtozem statym ludzkich sIgE
wykorzystano poliklonalne przeciw-ludzkie immunoglobuliny znakowane radioizotopowo,
a otrzymywany wynik byt pétilosciowy, wyrazony w klasach, bgdz przyjetych arbitralnie
jednostkach na mililitr (Phadebas RAST Units — PRU/ml) okreslonych na podstawie
pomiaru radioaktywnosci wobec krzywej wzorcowej. Krzywa wzorcowa zostata wykonana
Z surowicy zawierajgcej przeciwciata przeciw alergenom pytku brzozy oraz samych
alergenéw osadzonych na alergonosorbencie (5). Otrzymane wyniki w probie badanej
poddaje sie interpolacji wzgledem krzywej, korygujgc wynik o rozcienczenie. Metoda
RAST cierpiata na szereg niedoskonatosci. Otrzymanie wyniku wigzato sie z
wykorzystaniem materiatow radioaktywnych, byto kosztowne oraz wymagato kilku dni na
wykonanie. Wszystkie te cechy sprawiaty, ze uzytecznosc kliniczna tego testu byta nizsza
niz testéw skoérnych (10). Dodatkowo, liczne arbitralne zatozenia w metodzie sprawiaty
trudnosci w poréwnywaniu i odtwarzaniu wynikow oraz wigzaty sie ze stosunkowo duzg
liczbg wynikow fatszywie pozytywnych (11). Dopiero pozniejsze lata rozwoju
immunotestéw in vitro (poczgwszy od roku 1990 i wprowadzenia systemu Pharmacia
CAP) doprowadzity do ich znacznego udoskonalenia pozwalajgcego na udane
wykorzystanie kliniczne (12). Wykorzystano stabilniejsze i tatwiejsze w kontroli podtoza, a
radioizotopy zastgpiono m.in. reakcjami enzymatycznymi, co znacznie skrécito czas
potrzebny na otrzymanie wyniku. Przeciwciata poliklonalne zastgpiono przeciwciatami
monoklonalnymi, o wiekszej czutosci i swoistosci, co pozwolito na zwiekszenie
doktadnosci odczytu (13).

Jednak najwazniejszg zmiang w nowej generacji testow byto wprowadzenie w peni
iloSciowego oznaczenia stezenia IgE wyrazonego jednostkach miedzynarodowych w
oparciu o ogolnie przyjety, miedzynarodowy materiat referencyjny - surowice wzorcowg
IgE opracowang przez Swiatowg Organizacje Zdrowia (World Health Organization —
WHO).

Kalibracja testu immunologicznego

Przez ponad 40 lat rozwoju testow immunologicznych oznaczajgcych slgE zostato
wprowadzonych do komercyjnego uzytku wiele metod, réznigcych sie przyjetymi
zatozeniami oraz formatem metody. Z punktu widzenia praktyki diagnostycznej istotny jest
wybor metody jak najbardziej optymalnej oraz wiarygodnej, co jest kwestig podstawowg
przy interpretacji wyniku przedmiotowego. Dlatego tez szczegdlnie istotna jest
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Swiadomos¢ cech testow majgcych wptyw na doktadnosé, powtarzalno$é, czutosc¢ i
swoistos¢ metody.

Kalibracja metody jest kwestig podstawowg dla kazdej metody immunochemicznej w
praktyce laboratoryjnej (14). Pozwala ona na przetozenie pomiaru danego sygnatu (np.
aktywnosci enzymatycznej) na ilosciowe oznaczenie stezenia badanego analitu, czemu

stuzy krzywa kalibracyjna wskazujgca na przebieg danej reakcji antygen-przeciwciato. Do

wyznaczenie krzywej kalibracyjnej stuzg kalibratory, czyli prébki o znanych stezeniach
analitu. Pojecie kalibrator jest uzywane rowniez w opisach niektorych immunostestow w

odniesieniu do odczynnika stuzgcego normalizacji wyniku i odniesienia go do zewnetrznej

krzywej kalibracyjne;.

Ze wzgledu na rodzaj kalibracji i sposéb wyrazenia stezenia IgE w prébce badanej
mozemy wyszczegolni¢ trzy rodzaje testow: jakosciowe, potilosciowe oraz ilosciowe

(Tabela 1).

TABELA 1 Klasyfikacja testow immunologicznych do oznaczania sigE
zaadaptowana i zmodyfikowana z Middleton's Allergy: Principles and Practice (16)

Rodzaj testu

Prezentacja wyniku

Kalibracja metody

(Metoda standaryzacji)

Wzorce
referencyjne,
kontrole jakosci

Jakosciowy

Wynik negatywny lub
pozytywny
Mozliwosé
wyszczegolnienia
stanow posrednich

Pojedynczy lub podwaojny
kalibrator w celu normalizacji
metody

Jeden wzorzec
referencyjny
(wyznaczenie punktu
odciecia);

Kontrola jakosci

pozytywna i
negatywna

Pélilosciowy

Arbitralnie przyjete
jednostki lub klasy

Pojedynczy lub podwaojny
kalibrator w celu normalizacji
metody

Wzorzec uzalezniony
od metody,
przygotowany ze
zgromadzonych
surowic pacjentow;

Kontrola jakosci
negatywna, dwa
poziomy kontroli

pozytywnej

llosciowy

Jednostki (kU/L lub
ng/ml) w oparciu o
wzorzec referencyjny
(np. surowica
referencyjna IgE
WHO 11/234)

Wielopunktowa
homologiczna lub
heterologiczna krzywa
kalibracyjna stuzgca do
interpolacji otrzymanych
sygnatéw do okreslonego
stezenia IgE
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miedzynarodowymi
wzorcami i metodami
referencyjnymi

Testy jakosciowe

Testy jakosciowe pozwalajg w oparciu o punkt odciecia na otrzymanie wyniku
pozytywnego lub negatywnego. Za przyktad moze postuzy¢ ocena wizualna reakc;ji
enzymatycznej. Obecnosc¢ produktu barwnego $wiadczy o zajsciu reakcji enzymatycznej,
a tym samym informuje o zwigzaniu badanego przeciwciata. Kalibracja metody odbywa
sie w oparciu o surowice o niskim poziomie IgE od osoby bez potwierdzonej choroby
alergicznej. W poréwnaniu do badan ilosciowych metody jakos$ciowe sg mato
usystematyzowane, co ogranicza przydatnosc tych metod.

Metoda pétilosciowa

Metoda potilosciowa, pozwala na wyszczegolnienie wynikdéw posrednich pomiedzy
wynikami negatywnymi i pozytywnymi. Wyniki badania w takich testach sg klasyfikowane
do szeregu klas, badz sg ujete w jednostkach wzglednych przyjetych dla danej metody. W
metodzie wykorzystywane sg jedno-, bgdz wielopunktowe krzywe kalibracyjne. Kalibracja
krzywej wykonywana jest w wobec materiatu wzorcowego indywidualnie dobranego przez
autorow metody, co utrudnia standaryzacje i pozwala na otrzymanie jedynie wartosci
wzglednych.

Testy ilosciowe

Najbardziej zaawansowane metody kalibracji sg wykorzystywane w oznaczeniach IgE
ilosciowych. Testy ilosciowe zawierajg krzywag wykorzystujgca kalibratory opracowane
wzgledem zewnetrznego wzorca referencyjnego. Wzorzec ten powinien by¢ identyczny z
substancjg oznaczang w probce badanej pod wzgledem struktury oraz aktywnos$ci
biologicznej (14). Jednakze heterogennos¢ immunoglobulin nastrecza trudnosci w
doborze wzorcow referencyjnych o jednakowej swoistosci wzgledem wszystkich klinicznie
uzywanych alergenow w celu otrzymania homologicznej krzywej kalibracyjnej. Dlatego tez
kalibracje bedgcych w uzyciu metod ilosciowych wykonuje sie w oparciu o krzywg
zachowujgcg zgodnos¢ pomiarowg z referencyjng surowicg wzorcowg WHO. Od 2013
roku miedzynarodowym wzorcem referencyjnym dla metod oznaczajgcych IgE jest ludzka
surowica 11/234, ktéra zastgpita uzywang od 1981 roku surowice 75/502 WHO (15).
Wyniki testow ilosciowych sg wyrazane w jednoznacznie okreslonych miedzynarodowych
jednostkach w mililitrze surowicy badanej (IU/ml), lub tysigcu jednostek na litr (KU/L).
Jedna jednostka IU (kU/L) jest ekwiwalentem masy 2,44 ng IgE (16).

Obecnie za granice wyniku dodatniego majgcego znaczenie kliniczne przyjeto stezenie
0,35 kU/L, jednak najnowoczesniejsze metody osiggajg czutos¢ diagnostyczng juz dla 0,1
— 0,15 kU/L.

Uzytecznosc¢ diagnostyczna wiekszej czutosci jest jeszcze badane, jednakze w niektérych
przypadkach np. u chorych uczulonych na alergeny roztoczy kurzu domowego, wykrycie
specyficznych przeciwciat w zakresie 0,1 — 0,35 kU/L juz sg przestankg do eliminaciji
zrédta alergenu (17).

Réwniez u chorych z rozpoznang alergig na jady owadéw mozna zaobserwowac wyniki
stezenia slgE dodatnie jedynie w zakresie 0,1 — 0,35 kU/L przy jednoczesnych ujemnych
wynikach testow skornych i Srodskornych oraz probach prowokacii (17).
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Czynniki wptywajace na kalibracje metody

Wykorzystanie odpowiedniego wzorca w kalibracji stanowi podstawe standaryzacji metod
immunologicznych. W przypadku immunotestow stosowanych do oznaczenia IgE u ludzi,
kalibratory powinny rowniez zawiera¢ ludzkie IgE. W celu zapewnienia powtarzalnosci,
obok odpowiedniego standardu, konieczne jest uwzglednienie przy kalibracji metody
szeregu innych czynnikow, takich jak: efekt matrycowy, uzyte bufory, klonalnosc¢ i rodzaj
wyznakowania przeciwciat.

Efekt matrycowy jest to wptyw srodowiska (matrycy) prébki badanej na zachodzgce w niegj
procesy biologiczne, takie jak wigzanie wolnych przeciwciat do unieruchomionych
antygenow. W praktyce parametry biologiczne i fizykochemiczne surowicy pacjenta
wptywajg na reakcje antygen-przeciwciato. Reakcja ta jest wypadkowg szeregu sit
pomiedzy biatkami, jakimi sg zaréwno przeciwciata, jak i antygeny. Wigzanie antygenu
przez przeciwciato nie jest reakcjg statyczng, lecz dynamiczng, gdzie na oddziatywania
van der Waalsa, wigzania wodorowe i oddziatywania elektrostatyczne wptywajg pH
roztworu, jego sita jonowa, temperatura reakcji, réznice w hydrofobowosci czgsteczek lub
charakterystyczne dla prébki pacjenta biatka w roztworze. Wszystkie te czynniki wptywajg
na state szybko$ci asocjacji i dysocjacji wigzania przeciwciato-antygen, a tym samym
decydujg o powinowactwie i swoistosci wigzania przeciwciata do antygenu (14). Z tych
samych wzgledéw rodzaj materiatu biologicznego (surowica, bgdz osocze) oraz sposob
jego pobrania muszg by¢ wziete pod uwage w celu osiggniecia wiarygodnego wyniku
testu. Efekt matrycowy w przypadku tak heterogennej prébki biologicznej jakg jest
surowica musi by¢ zawsze uwzgledniony, zaréwno przez producenta testu, jak i podczas
interpretacji wyniku.

W przypadku kalibracji efekt matrycowy powinien by¢ uwzgledniony na kazdym etapie
produkcji testu, takze w momencie doboru wzorca referencyjnego i kalibratorow do
krzywej kalibracyjnej, co jest elementem procesu standaryzacji. Matryce materiatu
referencyjnego, jak i kalibratoréw powinny by¢ zblizone do rutynowo badanej surowicy,
jednak uwzglednienie wszystkich zmiennych cech jest praktycznie niemozliwe, chociazby
ze wzgledu na indywidualne cechy surowicy danego pacjenta (np. atypowe biatka,
autoprzeciwciata, indywidualne parametry fizykochemiczne probki). Dlatego tez materiat
wzorcowy odzwierciedla najbardziej typowe warunki panujgce w surowicy.

To w jakim stopniu efekt matrycowy wptywa na doktadnos¢ wyniku w wykonaniu
rutynowym zalezy od przyjetego formatu testu immunologicznego, czyli procedury
analitycznej. Im mniejsza objetos¢ probki jest potrzebna do wykonania testu tym mniejsze
prawdopodobienstwo wystgpienia interferencji ze strony matrycy. W celu jak
najwiekszego ograniczenia efektu matrycowego, oraz wptywu takich zmiennych jak sktad
ewentualnego rozcienczalnika prébki, buforéw do ptukania oraz warunkéw reakciji
enzymatycznej, najkorzystniej jest wykonywac krzywg kalibracyjng w ramach jednego
oznaczenia IgE w probce badanej. Zapewnia to identycznos¢ matrycy kalibratoréw oraz
warunkéw dla reakcji antygen-przeciwciato. Kalibratory, ktérych srodowisko odbiega
warunkami od docelowej probki biologicznej, nie powinny by¢ stosowane.

Platformg immunologiczng posiadajgcy takie zatozenie jest test Polycheck firmy
Biocheck, ktérego format umozliwia potgczenie testu wieleoalergenowego z
jednoczesnym wykonaniem i odczytem krzywej kalibracyjnej dla kazdego pacjenta.

W przypadku takiego rozwigzania jednakowe sg rowniez parametry srodowiska dla
barwnej reakcji enzymatycznej bedgcej podstawg odczytywanych wartosci zaréwno dla
kalibratoréw, jak i badanych IgE. Na aktywnos¢ enzymatyczng majg wptyw warunki
fizykochemiczne w jakich dana reakcja przebiega, takie jak: temperatura, pH, sita jonowa,
jony wchodzgce w sktad buforow, ekspozycja na swiatta i inne, co w praktyce przektada
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sie na otrzymywang wartosc. Ze wzgledu na mnogos¢ zmiennych, w celu zapewniania jak
najdokfadniejszego odczytu stezenia IgE z krzywej kalibracyjnej, wskazane jest
zapewnienie identycznych warunkéw dla kalibratoréw i probki badane;.

Kontrola jakosci immunotestu IgE

Testy ilosciowe, w celu zachowania zgodnosci pomiarowej ze wzorcem referencyjnym,
muszg by¢ podawane skrupulatnej kontroli jakosci, w ktérej kluczowe jest uwzglednienie
wptywu kazdego elementu sktadowego testu na prawdziwos¢é pomiaru. Dlatego tez
wprowadzanie kazdorazowo nowej partii odczynnikéw do produkciji testu, jak i kazda
nowa partia produktu, powinna przechodzi¢ kontrole jakosci. Do tego celu konieczne jest
wykorzystanie surowic IgE negatywnych oraz pozytywnych dla wybranych alergenéw od
0s6b o potwierdzonej klinicznie chorobie alergicznej. Kontrola powinna odbywac¢ sie na
kilku poziomach, czyli obejmowac uzycie kilku surowic do kontroli testu. Istotng kwestig
jest, ile razy kazdy alergen jest wykrywany podczas kontroli pozytywnej. Im wieksza jest
ilos¢ uzytych surowic tym lepiej kontrolowane sg precyzja, powtarzalnosc, paralelizm
(zgodnosc¢ wynikow w réznych rozcienczeniach), minimalny poziom detekcji oraz reakcje
niespecyficzne w tescie. Obok wewnetrznej kontroli jakosci, konieczne jest poddawanie
produkcji kontroli instytucji zewnetrznej (np. ISO), w celu zachowania zgodnosci pomiaru
ze wzorcem i metodg referencyjna.

Rodzaj alergenow

Dobér oraz forma alergendéw uzytych do konstrukcji immunotestu sIgE decyduje o jego
uzyteczno$ci klinicznej oraz ostatecznych parametrach, takich jak czuto$¢, swoistosc i
prawdopodobienstwo zaistnienia reakcji niespecyficznych. Jest to jedna z podstawowych
cech réznigca dostepne komercyjnie immunotesty sIgE (18). Optymalny dobér zrodia i
przygotowania alergendw jest nieustannie przedmiotem badan, zmierzajgcych do
uzyskania jak najlepszych cech testu.

Obok powszechnie wykorzystywanych naturalnych ekstraktéw, zaczeto wprowadzac¢
szereg metod oczyszczania, modyfikacji chemicznych oraz alergeny rekombinowane.

Poszczegolne zrodta i rodzaje alergenow wigzg sie z okreslonymi korzysciami, jak i
ograniczeniami. Ostateczne wskazanie preferowanego rodzaju alergendéw jest zalezne od
powodow umieszczenia danego alergenu na tescie (18).

Poszczegodlne alergeny mogg posiadac wiele, roznigcych sie od siebie izoform, z ktérych
kazda moze by¢ odpowiedzialna za reakcje alergiczng i powodowac wytworzenie
specyficznych wobec siebie sIgE. Z praktycznego punktu widzenia wazne jest, aby
wybrany immunotest dostarczat jak najwiecej istotnych klinicznie informaciji.

Ekstrakty alergenéw pochodzenia naturalnego sg heterogenne i czesto zawierajgc
niealergizujgce biatka, co utrudnia ich standaryzacje i zmniejsza powtarzalnosc. Tego
typu alergeny mozna podawa¢ zaawansowanym metodom oczyszczania, a takze
modyfikacjom chemicznym np. odtgczenia reszt weglowodanowych i tym samym
unikniecia reakcji krzyzowej na tescie od determinant weglowodanowych CCD (cross-
reactive carbohydrate determinants). Z drugiej jednak strony, heterogenne mieszaniny
alergenu zawieraj bardzo duzg liczbe epitopdw i tym samym umozliwiajg oznaczenie
szerokiego spektrum slgE. Dodatkowo, modyfikacje alergenu moga sie wigzac ze zmiang
jego sktadu chemicznego i struktury przestrzennej, prowadzgc tym samym do utraty
istotnych epitopdw, zmiany antygenowosci lub do generowania reakcji niespecyficznych.

Alergeny rekombinowane sg otrzymywane poprzez ekspresje wybranych peptydow w
komdérkach zmienionych technikami inzynierii genetycznej. Sg one szczegdlnie atrakcyjne
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ze wzgledu na ich tatwiejsze pozyskanie, mozliwos¢ standaryzacji oraz zwiekszenie
powtarzalnosci. Pozwalajg takze na doktadniejszg identyfikacje czynnika alergizujgcego
wystepujgcego w danym alergenie. Jednak, konsekwencjg takiego ograniczenia liczby
epitopow jest utrata wszechstronnosci w oznaczaniu alergii wobec danego alergenu.
Istotny jest rowniez sam proces produkcji rekombinowanego antygenu, poniewaz rodzaj
zrédta (np. komorki pro- lub eukariotyczne) wigze sie z odmiennymi modyfikacjami
posttranslacyjnymi, przez co produkt ostateczny moze roznic sie strukturg i
wiasciwosciami od naturalnego odpowiednika (19).

Standaryzacja

|dealny test w diagnostyce alergicznej sIgE powinien sie charakteryzowac¢ doktadnoscia,
wysokimi wartosciami swoistos$ci i czutosci, powtarzalnoscig oraz podlegac standaryzaciji i
kontroli jakosci (18).

W przypadku czutosci i swoistosci testu kluczowe jest okreslenie populacji badanej w
jakiej te parametry byty okreslane, poniewaz zaleznie od przyjetych kryteriow kwalifikacji,
koncowe wartosci mogg by¢ odmienne. Istotne jest, aby producent testow okreslat
liczebnos$c¢ i charakterystyke grupy badanej dla podawanych przez siebie wartosci
czutosci i swoistosci. Optymalna jest sytuacja kiedy grupa badana jest jak najbardziej
zblizona do populacji docelowej.

Standaryzacja immunostetéw wigze sie z zapewnieniem powtarzalnosci i odtwarzalnosci
wyniku. Prowadzi do otrzymywania wynikéw bardziej prawdziwych i zgodnych z
wartosciami rzeczywistymi, niezaleznie od czasu i miejsca wykonania danego testu (14).
Podstawag niezgodnosci wynikow pomiedzy roznymi platformami testow
immunologicznych sg réznice w przyjetym wzorcu referencyjnym, w sposobie otrzymania
krzywej kalibracyjnej oraz wykorzystywanych w metodzie alergenach. Dodatkowo przyjete
rozwigzania w samym formacie metody nie pozostajg bez znaczenia na mozliwosci
standaryzacji i porownywania poszczegolnych metod. W praktyce laboratoryjnej powinno
dazyc sie do wykorzystywania rozwigzan zgodnych z dobrg praktykg laboratoryjna,
dajacych najbardziej wiarygodne wyniki. Dzieki standaryzacji mozliwe jest porownywanie
wynikow otrzymanych przez ré6zne metody, jednakze w przypadku metod
immunochemicznych jest to trudne ze wzgledu na ilos¢ zmiennych wptywajgcych na
otrzymywany wynik. Podstawg standaryzacji immunotestow sIgE jest wynik iloSciowy
oparty i walidowany o uznany miedzynarodowy wzorzec oraz metode referencyjna.

Pomimo rozwoju metod i postepu w standaryzacji, wynikow otrzymywanych przy pomocy
réznych rodzajow testéw sIgE nie powinno sie traktowaé jako tozsamych (20).
Przyktadem moze by¢ szereg badan poréwnawczych zestawiajgcych wyniki z systeméw
ImmunoCAP (ThermoFisher) oraz Immulite (Siemens), ktéry pokazat, ze w przypadku
niektorych alergendw, wyniki otrzymywane przy pomocy metody Immulite mogg byc¢
wyzsze niz z systemu ImmunoCAP (20, 21). Takze zestawienie testu iloSciowego
ImmunoCAP oraz pétilosciowego testu mikromacierzy ISAC (ThermoFisher) wykazato
réznice zarowno na poziomie ilosciowym, jak i jakosciowym, pomimo wykorzystania w
obydwu testach tego samego zrodta badanych alergenéw (20). Podkresla to znaczenie
przyjetych zatozen analitycznych w danej metodzie, takich jak system kalibracji, uzyte
przeciwciata i alergeny, czy dobér uktadu enzymatycznego etc., na otrzymywany
ilosciowy wynik stezenia slgE.

Podsumowanie

Czescig dobrej praktyki klinicznej jest ocena ryzyka otrzymania wyniku zaréwno fatszywie
dodatniego, bgdz wyniku fatszywie ujemnego. Swiadomosc¢ ta jest kluczowa przy wyborze
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jak najbardziej wiarygodnej metody diagnostycznej, charakteryzujgcej sie przede
wszystkim, jak najwyzszymi wartosciami czutosci i swoistosci testu. Dostepne obecnie
komercyjne testy sg duzo bardziej zaawansowane niz jeszcze dwie dekady temu,
jednakze pociggneto to za sobg zwiekszenie poziomu skomplikowania wykorzystywanych
technik. Jako, Zze to na osobie zlecajgcej badanie spoczywa odpowiedzialnosé za
upewnienie sie, ze otrzymany wynik bedzie jak najbardziej doktadny i rzetelny, nalezy
mie¢ Swiadomosc¢ zmiennych czynnikow wptywajgcych na otrzymanie wyniku iloSciowego
slgE (22). Wybor testu powinien opierac sie na kryteriach doktadnosci i powtarzalnosci
zapewnianych przez wynik ilosciowy, uzyskany dzieki wiarygodnej krzywej kalibracyjnej
oraz odpowiedniej kontroli jakosci. Dzieki znajomosci cech immunotestéw mozliwe jest
dobranie do codziennej praktyki metody najbardziej wiarygodnej oraz o najwyzszej
uzytecznosci klinicznej. [
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