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Charakterystyka testow
stuzacych do oznaczania
asigE

Characteristics of tests for the determination of aslgk

SUMMARY

The correct diagnosis of an allergic condition makes possible to implement an appropriate therapy and to offer
personalized dietary recommendations to the patient. In addition to the patient’s medical history, additional
tests such as skin prick tests and the identification of allergen-specific E antibodies (asIgE) in serum seem

to be of key importance. However, results obtained with the use of different methods can vary. This is why it

is worthwhile to discuss factors impacting the accuracy of the test. The article presents and discusses most
important factors affecting accuracy of laboratory tests used for aslgE identification. This knowledge facilitates
the selection of most adequate method for every patient.

Prawidtowe rozpoznanie podfoza choroby alergicznej pozwala na wdrozenie odpowiedniej terapii oraz przekaza-
nie pacjentowi spersonalizowanych zalecen dietetycznych. W procesie tym, obok wywiadu lekarskiego, kluczowe
sg badania dodatkowe, takie jak punktowe testy skdrne i oznaczanie alergenowo swoistych przeciwciat E (asIgE)
w surowicy. Zdarza sig jednak, ze wyniki uzyskiwane réznymi metodami sg rozbiezne. Dlatego warto zwrdcié
uwage na czynniki wptywajace na wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikow badan. W ponizszym artykule zostang
przedstawione oraz omoéwione najistotniejsze czynniki wptywajace na doktadno$¢ testow laboratoryjnych stuzg-

cych do oznaczania aslgE. Ich znajomo$¢ umozliwia wybér odpowiedniej metody dla danego chorego.
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adania epidemiologiczne wskazujg na systema-
B tyczny wzrost czestosci wystepowania chordb aler-

gicznych oraz ujawniajg nowe czynniki ryzyka ich
rozwoju [1-3]. Wspomniane choroby generujg wysokie kosz-
ty opieki zdrowotnej oraz majg istotny wptyw zaréwno na
zdrowie fizyczne, jak i psychiczne pacjentow, a tym samym
znaczgco obnizajg jakosc¢ ich zycia [1,4]. Zastosowanie
szczegotowej i doktadne] diagnostyki alergologicznej odgry-
wa kluczowg role w ocenie stanu klinicznego pacjenta,
umozliwia wdrozenie odpowiedniej terapii oraz spersonali-
zowanych zalecen dietetycznych [4-7].

W procesie diagnozowania alergii kluczowy jest pra-
widtowo zebrany wywiad lekarski, ktory bedzie podstawag
do wyboru odpowiednich metod diagnostycznych [4,8].
Wsrod badan stosowanych w celu okreslenia wystgpowania
reakcji alergicznej typu |, czyli mechanizmu IgE zaleznego,
wyrozniamy przede wszystkim testy in vivo, takie jak punkto-
we testy skorne (SPT, ang. Skin Prick Test) oraz testy in vitro,
mierzace stezenie w surowicy alergenowo swoistych prze-
ciwcial E (aslgE, ang. allergen-specific IgE) [6,9]. SPT stano-
wig metode diagnostyczng pierwszego wyboru w codzienne;
praktyce alergologicznej [10,11]. W wielu sytuacjach Klinicz-
nych (miedzy innymi u matych dzieci, w przypadku podej-
rzenia alergii pokarmowej, w przypadku silnego uczulenia
na dany alergen, rozlegtych zmianach skornych, przy sto-
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sowaniu przewlektym lekow antyhistaminowych, kortykoste-
roidow w wysokich dawkach i niektorych innych terapii oraz
przy niezgodno$ciach wywiadu lekarskiego i SPT) wykonanie
SPT jest albo przeciwskazane albo otrzymane wyniki nie sg
wiarygodne. Dodatkowo w czasie pandemii obserwowano
problem z dostgpnoscig preparatow do wykonywania SPT,
jak réwniez ograniczono liczbe procedur wykonywanych
w gabinetach alergologicznych. Z tego powodu diagnosty-
ka in vitro stanowi bardzo wazne zrodto informacii o stanie
zdrowia chorego [10].

Ponad pdt wieku temu, w 1967 r. opublikowano pierwszy
artykut zawierajgcy charakterystyke ludzkiej immunoglobuliny E
(IgE). To odkrycie zrewolucjonizowato diagnostyke oraz lecze-
nie chorob alergicznych [12]. Aktualnie mozemy wyrdznic¢ sze-
reg metod pozwalajgcych na okreslenie zardwno obecnosci,
jak i doktadnego stezenia aslgE w surowicy pacjenta — Tabela
1 [2,13]. Stosowane metody czesto znacznie sig roznig, a ich
wyniki réznych testow sg trudne do poréwnania [2]. Dlatego
warto zwrdei¢ uwage na wybor testu oraz otoczenie w jakim
przeprowadza sie badanie (np. temperatura otoczenia) [4,5].
Znajomosc¢ charakterystyki aktualnie dostepnych testow i gtow-
nych réznic pomiedzy nimi pozwala na wybor odpowiedniego
testu diagnostycznego dla konkretnego pacjenta oraz zapew-
nia prawidtowg interpretacje uzyskanych wynikow oraz umozli-
wia wybor najbardziej wiarygodnej metody [13].
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Charakterystyka wybranych testow stuzacych do oznaczania aslgE
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w surowicy (przygotowano w oparciu o informacje ogélnodostepne) [14-19]
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Metody wykorzystywane do oznaczania asIgE

Pierwszg opisang metodg pozwalajgcg na oznaczanie
in vitro aslgE w surowicy pacjentéw byto badanie metodg
radioimmunoadsorpcji (RAST, ang. radio-allergosorbent test).
Badanie to zostato opisane przez Wide i wsp. juz w 1967
roku [9]. Metoda ta pierwotnie wykorzystywata przeciwciata
detekeyjne anty-IgE znakowane izotopem promieniotwdrczym
"% (jod 125) [20]. Jednak w ostatnich latach technika RAST
zostata zastgpiona bezpieczniejszymi metodami, ktére nie
generuja radioaktywnosci [21].

Zazwyczaj w pierwszym etapie alergen (naniesio-
ny na faze statg lub znajdujacy sie w fazie ptynnej) wigze
aslgE znajdujace sie w surowicy pacjenta dodanej do pro-
boéwki lub naniesionej na ptytkg. W drugim etapie zwigza-
ne z alergenem aslgE z surowicy pacjenta sg wykrywane
przez przeciwciato detekcyjne anty-IgE. Przeciwciato to
najczesciej jest znakowane enzymem [13]. Enzym ten
nastepnie reaguje ze specyficznym substratem, ktéry jest
odpowiedzialny za wywotanie wymiernego efektu barwne-
go w postaci reakcji kolorymetrycznej, fluorymetrycznej lub
chemiluminescencyjnej [21].

Dostepne testy stuzace do oznaczania aslgE roznig
sie pod wzgledem zastosowanego enzymu znakujgcego
przeciwcialo detekcyjne, substratu reakcji, a takze matry-
cy testu czyli podtoza, na ktore naniesiono alergeny [13].
Zastosowanie podtoza stalego w testach in vitro do oznacza-
nia aslgk umozliwito jednoczasowe oznaczanie stezen aslgk
wobec wielu réznych alergendw oraz ograniczyto wystepowa-
nie niespecyficznych reakciji [22]. W wigkszosci stosowanych
testow zasada oznaczania aslgE jest bardzo podobna i jej
rodzaj nie ma istotnego wptywu na wiarygodno$¢ uzyskiwa-
nych wynikow [13]. Natomiast bardzo istotne w tym kontek-
Scie wydaja sie by¢ m.in. sposdb kalibracji danego testu oraz
rodzaj zastosowanych przeciwciat [5].

Rodzaj testu

W ostatnich dziesiecioleciach rozwdj nowych testow
immunologicznych w potaczeniu z mozliwoscig ich automaty-
zacji oraz nowymi systemami kalibracji pozwala na zwigksze-
nie dokfadnosci otrzymywanych wynikow [13].

Istotng zmiang w przypadku nowej generacji testow
byto wprowadzenie iloSciowego oznaczenia stezenia
IgE wyrazonego w jednostkach migdzynarodowych,
w oparciu o ogolnie przyjety materiat referencyjny
- trzeci migdzynarodowy standard dla IgE w surowi-
cy nr 11/234, opracowany przez Komitet Ekspertéw
ds. Normalizacji Biologicznej Swiatowej Organizacji
Zdrowia [22-23].

Liczbowy wynik oznaczenia aslgE nie zawsze $wiadczy
0 tym, ze test przy pomocy, ktorego uzyskano dany wynik jest
testem ilosciowym. W niektorych przypadkach moze to by¢
wynik liczbowy przedstawiony w skali szarosci, a nie wynik
stezenia przeciwcial w jednostkach miedzynarodowych.
Ponadto istotne jest zwrdcenie uwagi na omawiane ponizej
cechy, takie jak zastosowany kalibrator, rodzaj kalibracii, liczba
punktow na krzywej kalibracyjnej czy tez rodzaj probek kontro-
Inych. Na tej podstawie okreslamy czy dany test jest ilosciowy,
patiloSciowy lub jakosciowy — Tabela 2. Od rodzaju testu zale-
zy m.in. czuto$¢ i swoisto$¢ testu. Przy czym nalezy zwrécic

uwage, ze testy ilosciowe charakteryzuja sie najwyzsza czuto-
Scig i swoistoscig [12,22].

Prowadzone w ostatnich latach badania dotyczace ste-
zen aslgE, u pacjentow z alergig na mleko i jaja podejmujg
proby okreslenia wartosci zwigzanych z wysokim ryzykiem
wystapienia reakciji alergicznej lub szansa rozwiniecia toleran-
cji danego alergenu [24].

Wskazuje sie, ze okresSlone przy pomocy testow
ilosciowych stezenie przeciwciat aslgkE wobec owomu-
koidu wynoszace ponad 11 kU/L wigze sig z wysokim
ryzykiem wystgpienia reakcji alergicznej po spozyciu
surowego lub podgrzanego jaja. Natomiast stezenie
aslgE ponizej 1 kU/L jest zwigzane z niskim ryzykiem
wystgpienia jakiejkolwiek reakc;ji [25].

Kalibracja testu

Wszystkie badania diagnostyczne powinny by¢ doktad-
ne, czyli przedstawia¢ wyniki jak najbardziej zblizone
do wartosci rzeczywiste]. Dlatego kazda metoda analitycz-
na wykorzystywana w laboratorium medycznym podlega
procesowi standaryzacji. Proces ten ma takze na celu
zapewnienie porownywalnosci wynikow uzyskiwanych réz-
nymi metodami [26]. Ma to duze znaczenie poniewaz labo-
ratoria do pomiaru tego samego biomarkera stosujg testy
wykorzystujgce rozne metody. Ponadto nawet jezeli niekto-
re laboratoria uzywajg testow wykorzystujgcych te samg
metode, np. immunoenzymatyczng, nalezy mie¢ na uwa-
dze, ze testy te mogg wykorzystywac inny materiat kalibra-
cyjny i/lub moga uzywaé tego materiatu w rézny sposob.
Sytuacja ta moze potencjalnie prowadzi¢ do uzyskiwania
roznych wynikow z tej samej probki [27].

W przypadku reakcji oznaczania stezenia aslgE kali-
bracja testu oraz powstata w ten sposob krzywa kalibra-
cyjna sfuzg do przeliczenia, np. barwnego wyniku reakcji
wyrazonego w skali szarosci na stezenie badanych aslgE.
Do dobrej praktyki laboratoryjnej nalezy posiadanie doste-
pu do krzywej wyznaczonej na podstawie kalibratorow
0 znanych, podanych przez producenta stezeniach, najle-
piej wyznaczonej w czasie rzeczywistym dla kazdego bada-
nia. Dodatkowo sposob Kalibracji danego testu ma istotne
znaczenie dla opracowywania i walidacji metod uzywanych
do oznaczania biomarkerdw, m. in. ze wzgledu na interferen-
cje endogennych biatek, co jest okreslane mianem efektu
matrycowego. Efekt ten jest okreslany jako bezposrednia
lub posrednia zmiana wyniku ze wzgledu na obecnos¢
nieznanych substancji (leki, produkty spozywcze, niektére
metabolity w patologicznych stezeniach, itp.) interferujacych
w procesie analitycznym znajdujgcych sie w probce materia-
fu biologicznego pacjenta [5,26,28].

Istniejg rézne metody kalibracji danego testu, jednak
w kontekscie efektu matrycowego nalezy zwroci¢ szczegding
uwage, aby krzywa kalibracyjna byta wykonywana na nowo dla
kazdego badania. Ten rodzaj kalibracji pozwala na uwzgled-
nienie efektu matrycy poniewaz jednakowe warunki reakcji
immunochemicznej sg zachowane zaréwno dla kalibratorow
jak i pol testowych. Dodatkowo indywidualna krzywa kalibra-
cyjna uwzglednia pomiar tta i zapobiega uzyskaniu wynikow
fatszywie dodatnich, zwigzanych ze zmiennoscig biologicznag
skiadu badanej surowicy [5].
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a Klasyfikacja rodzajow testow do oznaczania aslgE [12]

Klasyfikacja | Prezentacja wynikow Metoda standaryzaciji jl;il:)bércaitory G (D
Wynik ilosciowy wyrazony Kalibrator referencyjny: z zastosowa-
w KU/L zwigzany z ogoinie Wielopunktowa krzywa niem I.(wallflkowan.ego OEERET0E
) - . . rencyjnego (np. miedzynarodowego
- uznanym wzorcem miedzy- | kalibracyjna (uzywana
llosciowe . .. wzorca WHO IgE nr 11/234)
narodowym (np. wzorzec do interpolacji uzyskanego L
IgE WHO nr 11/234) wyniku) Kontrole 1akc.>sg|. minimum czte!'y
(negatywna i minimum trzy poziomy
kontroli pozytywnej)
Kalibrator referencyjny: unikalny dla
Wynik wyrazony w arbitral- | Kalibrator pojedynczy lub :agﬁlsr:f;‘?v?g; \;’Z.I; ?\Tg:vy Zpe
Pétilosciowe | nych klasach lub jedno- podwajny (w celu normali- v OWIC P N )
stkach zacji testu) Kontrole jakosci: trzy lub cztery
d (negatywna i dwa lub trzy poziomy
kontroli pozytywnej)
Wynik pozytywny lub Kalibrator pojedynczy lub Kalibrator referencyjny: jeden wzo-
- negatywny o . rzec referencyjny
Jakosciowe . : podwajny (w celu normali- o
(moze by¢ zawarta strefa 2acji testu) Kontrole jakosci:
graniczna) d dwie (negatywna i pozytywna)

Od rodzaju zastosowanej kalibracji oraz czestosci wyko-
nywana krzywej kalibracyjnej gtownie zalezy to czy dany test
jest ilosciowy, potilosciowy czy jakosciowy, jak rowniez w spo-
sOb bezposredni przeklada sie na doktadnosc i wiarygodnosc
testu. Dlatego wtasnie to testy ilosciowe charakteryzujg sie
najwieksza doktadnoscia i wiarygodnoscig [12,22].

Kontrola testu

Kazdy test powinien posiada¢ minimum 1 kontrole
negatywna i 1 kontrole pozytywng [12]. Kontrola pozytyw-
na pozwala na okreslenie czy wszystkie odczynniki zostaty
dodane w odpowiedniej ilosci i kolejnosci. Natomiast kontrola
negatywna pozwala na wykluczenie réznego rodzaju reakci
niespecyficznych gtéwnie pomiedzy badanym materiatem
biologicznym a skiadnikami testu. Te dwa rodzaje kontroli sg
bezwzglednie wymagane w przypadku zarowno testow ilo-
Sciowych, pdtilosciowych, jak i jakosciowych [12,22].

Oprdcz liczby zastosowanych kontroli istotnym zagadnie-
niem jest rowniez rodzaj zastosowanych przeciwciat. W przy-
padku testéw oznaczajgcych aslgE zastosowanie znalazto
glownie ludzkie IgE, ale takze kozie lub krdlicze IgG [5].

Rodzaj przeciwciat

W wigkszosci testow immunologicznych zastosowane
przeciwciata stanowig najbardziej krytyczny odczynnik [29].
Wyrdzniamy dwa podstawowe typy przeciwciat: monoklonal-
ne oraz poliklonalne. Przeciwciata o jednakowe] swoistosci
i powinowactwie wzgledem danego antygenu wytwarzane
przez pojedynczy klon okresla sie mianem przeciwciat mono-
Klonalnych. Natomiast przeciwciata poliklonalne sg produko-
wane przez wiele réznych klondw komaorkowych, w zwigzku
z czym stanowig mieszanine przeciwciat o réznej swoistosci
i powinowactwie wzgledem danego antygenu [29,30]. Zatem,

rodzaj zastosowanych przeciwciat wplywa na powtarzalno$é
i odtwarzalno$¢ uzyskiwanych wynikow w testach sfuzacych
do oznaczania aslgE [5].

Rozwoj wspotczesnych testow immunologicznych, kto-
rych podstawg jest wigzanie pomigdzy antygenem a przeciw-
ciatemn, w ciggu ostatnich 40 lat zostat znacznie przyspieszony,
dzigki syntezie przeciwciat monoklonalnych [29].

W testach ilosciowych do oznaczania sIgE stoso-
wane sg przede wszystkim monoklonalne przeciwciata
anty-IgE. Pozwalajg one na uniknigcie niespecyficznych
reakcji zimmunoglobulinami innych klas (IgG, IgM, IgA,
IgD). Dodatkowo zapewniajg wysokag powtarzalno$¢
i odtwarzalno$¢ wynikow, poniewaz wigzg sie tylko
z jednym epitopem w obrebie antygenu. W zwigzku
z tym stosunek wigzan pomigdzy antygenem przeciw-
ciatem wynosi 1:1 [5,30].

Natomiast w testach potilosciowych i jakosciowych stu-
zgcych do oznaczania aslgE czesto wykorzystywane sg prze-
ciwciata poliklonalne lub mieszanina przeciwciat poliklonal-
nych i monoklonalnych. Przeciwciata poliklonalne sg z jednej
strony tansze i fatwiejsze w pozyskaniu, jednak z drugiej stro-
ny moga by¢ przyczyna nizszej powtarzalnosci i odtwarzalno-
$ci wynikow. Wynika to z faktu, ze przeciwciata poliklonalne
moga wigzac wiele epitopdw danego antygenu. W zwigzku
z tym czesto trudno przewidzie¢ stosunek wigzan antygen-
przeciwciato [5,31].

Dolna granica wykrywalnosci

Wyniki stezenia aslgE zazwyczaj przedstawiane sg w jed-
nostkach miedzynarodowych (Ul/ml = kU/L) oraz w klasach
RAST. Wartos$¢ 0,35 kU/L jako dolna granica 1 klasy w skali
RAST zostala wyznaczona w latach 70. ubiegtego wieku
w oparciu o dostepne wtedy metody analityczne [9].
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DIAGNOSTYKA

Aktualne doniesienia naukowe coraz czesciej
zwracajg uwage na istotno$¢ wynikéw pomiedzy 0,1-
0,35 kU/L. Wskazuje sig, ze wyniki te moga korelowac
z wezesnymi objawami klinicznymi alergii. Dlatego tez,
wybor testéw ilosciowych, pozwalajgcych na okresle-
nie stezenia aslgE ponizej warto$ci 0,35 kU/L umozliwia
podjecie wielu waznych decyzji na wczesnym etapie
choroby pacjenta, np. szybsze wdrozenie postgpowa-
nia profilaktycznego w przypadku uczulenia na rozto-
cze kurzu domowego, szczegdlnie w grupie pacjentéw
pediatrycznych.

Dodatkowo, wartosci te mogg mie¢ kluczowe znaczenie
w postawieniu diagnozy wsrdd pacjentéw z mastocytozg,
uczuleniem na owady blonkoskrzydte czy antybiotyki [22].

Zwigzek niskich stezen aslgE wobec alergendw takich jak:
jajo kurze, mleko i orzeszki ziemne w okresie niemowlecym
byt analizowany, m. in. przez Nilsson i wsp. W przedstawio-
nym badaniu stwierdzono, ze niskie stezenia aslgk (w prze-
dziale 0,1-0,34 kU/L) we wczesnym okresie zycia moga by¢
predyktorem pozniejszego uczulenia. Wyniki te byly zwigzane
rowniez z wieksza czgstoscig wystepowania uczulenia na inne

wystepowaniem zmian skornych w pdzniejszych latach zycia
[32]. Kolejno Linden i wsp. w oparciu o krzywe ROC, jako
optymalny punkt odciecia dla nastolatkow wykazujgcych obja-
wy alergii po ekspozycji na alergen psa, podali stezenie aslgE
wobec tego alergenu wynoszace 0,2 kU/L [12]. Rdwniez
Heutelbeck i wsp. stwierdzili, ze obnizenie progu odciecia
do 0,2 kU/L zwieksza czuto$¢ badania w grupie osob zajmu-
jacych sie bydtem, ktore wykazywaly objawy alergii ze strony
ukfadu oddechowego oraz skory [33]. Natomiast Nam i wsp.
wskazali, ze w przypadku alergii na cefaklor warto$¢ odciecia
wynoszaca 0,11 kU/L dla stezenia aslgE byta zwigzana z wiek-
szg czutoscig w roznicowaniu pacjentow z natychmiastowg
nadwrazliwoscig niz wartos¢ 0,35 kU/L [34].

Podsumowanie

Aktualnie dostepne sg rozne metody diagnostyczne
umozliwiajgce oznaczanie aslgk w surowicy pacjenta. Idealny
test wykrywajacy aslgE powinien charakteryzowac sie wysoka
czutoscia, swoistoscia, powtarzalnoscig oraz odtwarzalnoscia
[22]. Dlatego tez warto uwzglednia¢ czynniki majgce wptyw
na te parametry oraz znac charakterystyke testow, ktorych

Rozwojowego, Warszawski
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