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KRATICE KORISTENE U TEKSTU:

AGEP — acute generalized exanthematic pustulosis
BAT — basophil activation test (by flow cytometry)
CADR - cutaneous adverse drug reactions

CAST - cellular allergy stimulation test

CD - cluster of differentiation

DHS/DRESS - drug hypersensitivity syndrome / drug rash with eosinophilia and
systemic symptoms

EEM — erythema exudativum multiforme

GM-CSF — granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
HLA — human leukocyte antigen

ICDRG - Interational Contact Dermatitis Research Group
IFN-y — interferon y

IL — interleukin

LTT — lymphocyte transformation test

MHC complex — major histo-compatibility complex

MPE — maculopapular exanthema

MPR — maculopapular rash

NSAIDs — non-steroidal anti-inflammatory drugs

PCR - polymerase chain reaction

RAST - radioallergosorbent test

SDRIFE — symmetrical drug-related intertriginous and flexural exanthem
SNS — Steven-Johnosonov sindrom

TCR — T-cell receptor

TEN — toksicna epidermalna nekroliza

TNF-a — tumor necrosis factor a
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1. SAZETAK

Nezeljene reakcije na lijekove su Cest KliniCki problem. Koza moze biti jedini
zahvacen organ ili moZe biti dio ozbiljnije multiorganske reakcije. Kozne manifestacije
ukljuCuju Sirok spektar pojava poput angioedema, makuloznih, papuloznih,
vezikuloznih, buloznih, vaskuliti¢nih i hemoragijskih lezija. Prvi korak je klini€ki pristup
koji ukljuCuje detaljnu morfolo$ku dijagnozu koznih simptoma i znakova, iskljuc€ivanje
opasnih znakova i neke osnovne laboratorijske pretrage. MorfoloSka dijagnostika

pomaZze postaviti hipotezu o patogenezi.

Brojni lijekovi mogu se testirati in vivo — prick testom, intradermalnim i epikutanim
testovima, i in vitro - pri ¢emu, zbog niske osjetljivosti tih testova, jedino su pozitivni

nalazi relevantni, a negativni ne mogu iskljuciti preosjetljivost.

Prick test i intradermalni test koriste se za istrazivanje neposredne preosijetljivosti,
a epikutani testovi i intradermalna ispitivanja odgodenog odcitanja korisni su kod
kasne pojave simptoma. Epikutana ispitivanja i prick test mogu se provesti s bilo
kojim komercijalnim oblikom lijeka, dok intradermalni testovi ovise o dostupnosti

sterilnih otopina koje se koriste kod parenteralne primjene.

Provokacijski testovi, koji se smatraju zlatnim standardom, €esto nisu prihvaceni
od strane pacijenata i nose opasnost od ozbiljnih reakcija. In vitro testovi imaju
prednost zbog sigurnosti postupka za pacijenta i mogu pruziti uvid u temeljne
patomehanizme same reakcije, no oni su jo§ uvijek samo alat koji se Kkoristi u
istrazivaCke svrhe, nisu standardizirani te se mogu Kkoristiti samo kod odredenih

tipova alergija na lijekove. Danas se uglavnom koristi test limfocitne transformacije.

U posljednjih nekoliko godina, kvantifikacija degranuliranih bazofila pomocu
protoCne citometrije (test degranulacije bazofila) pokazao se korisnim alatom za
procjenu neposrednog odgovora na alergene posredovanog IgE ili drugih
mehanizmima u pacijenata alericnih na lijekove. Do danas, vecina studija o
degranulaciji bazofila u literaturi koristi CD69 ili CD203c kao markere za

kvantificiranje degranulacije bazofila nakon stimulacije specifi¢nim antigenom.

Klju€ne rijeCi: nezeljene reakcije na lijekove, in vivo testovi, in vitro testovi



2. SUMMARY

Adverse drug reactions are a common clinical problem. The skin may be the only
organ affected or it may herald a more serious multiorgan reaction. The cutaneous
manifestations include a wide spectrum such as angioedema, macular, papular,
vesicular, bullous, vasculitic and hemorrhagic lesions. The first step is clinical
approach which includes detailed morphological diagnosis of skin symptoms and
signs, exclusion of danger signs and some basic laboratory tests. The morphological
diagnosis helps to establish a pathogenetic hypothesis.

A battery of drugs can be tested in vivo — prick, intradermal and patch tests, and
in vitro — whereby, because of low sensitivity of these tests, only positive tests are

relevant, while negative tests cannot rule out a sensitization.

Prick tests and intradermal tests are used to investigate immediate
hypersensitivity, patch tests and intradermal tests with delayed readings are helpful
for symptoms appearing delayed. Patch tests and prick tests can be done with any
commercialized form of a drug, intradermal tests normally rely on the availability of a

sterile solution used for parental applications.

Challenge tests, which are considered to be the gold standard, are frequently not
tolerated by the patients and bear the risk of severe reactions. In vitro tests have the
advantage of being a safe procedure for the patient and may provide insight into the
underlying pathomechanisms. They are often still a research tool, are not
standardized and fit only to certain type of drug allergies. To date, lymphocyte

transformation test is mostly used.

In recent years, the quantification of basophil activation by flow cytometry
(basophil activation test) has proven to be a useful tool for the assessment of
immediate-type responses to allergens mediated by IgE or other mechanisms in
drug-allergic patients. To date, most basofil activation test studies reported in the
literature have used CD69 or CD203c as markers to quantify basophil activation after

antigen-specific stimulation.

Key words: adverse drug reactions, in vivo tests, in vitro tests



3. UvOD

Alergijske se bolesti javljaju kao posljedica razli€itih reakcija preosjetljivosti. Mogu
se zbivati na razliCitim organima, a najceS¢e na kozi, te sluznicama diSnog i
probavnog sustava. NajCeSca ocCitovanja alergijskih reakcija na kozi su urtikarija,
angioedem, ekcem, kontaktni alergijski dermatitis, alergijska purpura i vaskulitisi,
medikamentozni egzantemi te fotoalergijske reakcije. Alergijske bolesti Cine trecinu

bolesti u dermatoloSkim ambulantama.

Medikamentozni egzantemi posljedica su preosjetljivosti organizma na
primjenjenu aktivnu tvar lijeka, njegovog omotaca ili vehikula. Cesto se pri alergijskoj
reakciji primarno misli na tip | reakcije preosjetljivosti, dakle one posredovane IgE
protutijelima, medutim reakcije tipa Ill i IV €esto su uzrok preosjetljivosti na lijekove.
Zbog sve ucCestalije polipragmazije medikamentni egzantemi sve su CeS¢i problem
(Lipozenci¢ et al. 2008.).

Reakcije preosjetljivosti na lijekove Cest su kliniCki problem, i mogu zahvatiti
znacajan broj pacijenata. 10-15% pacijenata moze imati poteSko¢a sa nezeljenim
reakcijama na lijekove, 2-5% zbog toga moraju biti hopitalizirani, a 1-3%

hospitalizacija moze rezultirati smrtnim ishodom. (Demoly & Hillaire-Buys 2004.)

Sama preosijetljivost na lijekove nesto je ¢eS¢a u zena te nije vezana za dob. Od
mnogobrojnih manifestacija preosjetljivosti na lijgkove medu c¢eSc¢ima u Klinickoj
praksi su generalizirani makulozni, papulozni i urtikarijski osipi, vaskulitisi, a
posljednjih godina fototoksiCni egzantemi. Vazan je put primjene kojim je doSlo do
senzibilizacije, tako su reakcije preosjetljivosti puno ¢&eSée nakon Ilokalne i

intramuskularne primjene.

Dijagnoza medikamentnog egzantema u prvom se redu postavlja na temelju
kliniCke slike, anamneze i laboratorijskih testova. Kozni testovi koji se provode su
intradermalni test, zatim skarifikacijski, epikutani i prick test. Ekspozicijski test je
najpouzdaniji test u dijagnostici medikamentnih egzantema, medutim zbog
potencijalne opasnosti primjenjuje se isklju€ivo u dobro opremljenim alergolosSkim
klinikama i odjelima. Od in vitro testova primjenjuju se test transformacije limfocita,
indirektni test degranulacije bazofila te odredivanje specifiCnin IgE protutijela

radioizotopnom metodom (Lipozencic¢ et al. 2008.).



4. PRISTUP PACIJENTU S REAKCIJOM PREOSJETLJIVOSTI NA LIJEKOVE

Reakcije preosijetljivosti na lijekove su sistemske reakcije koje Cesto zahvacaju
kozu. Kozne manifestacije mogu biti jedini oblik prezentacije preosjetljivosti, no Cesto
Su zapravo samo 'navjestitel]' sistemske reakcije, kao npr. anafilaktiCke reakcije ili
teSkog sindroma preosijetljivosti na lijekove (DHS/DRESS). (Bircher 2005.). Reakcije
preosijetljivosti na lijekove predstavljaju kompleksni izazov za lije€nike i alergologe.

Da bi se doslo do kona¢ne dijagnoze nuzan je strukturirani pristup po koracima.

Nacelno, dva su koraka: (1) obrada akutne reakcije preosijetljivosti na lijekove,
Sto ukljucuje klasifikaciju i odredivanje teZzine same reakcije, njezinu dokumentaciju,
izbor alternativnog lijeka i ublazavanje simptoma te (2) identifikaciju lijeka koji je

izazvao reakciju.
4.1. Akutna faza

Reakcije preosjetljivosti na lijekove mogu se pojaviti za vrijeme bilo kojeg
lije€enja, uklju€ujuci i bioloSke agense, njihove aditive, fitoterapijske tvari ili njihov
razrieden sadrzaj. Od najvece je vaznosti da se paZljivo odradi inicijalna dijagnostika,
ukljuCujuéi laboratorijsku analizu, te da se ocijeni zahvac¢enost unutarnjih organa
(jetra, bubrezi) odgovaraju¢im testovima (diferencijalna krvna slika, jetreni testovi i
sl.). Zapravo, pozeljno je konzultirati dermatologa, a ako je to nemoguce, fotografirati
same eflorescecije te zabiljeziti sve lijekove koje je pacijent konzumirao. Te
informacije mogu pomoci u utvrdivanju tezine reakcije (Bircher 2005.), te samim time

utjecati na prognozu, lije€enje, ali i daljnju farmakoterapiju.

Potrebno je odmah prekinuti davanje lijekova za koje se sumnja da su mogli
prouzrocCiti reakciju (posebice ako su prisutni opasni znakovi poput buloznih ili
hemoragi¢nih lezija, zahvacanje sluznica ili unutarnjih organa), te zapoceti
simptomatsku terapiju ako je ona potrebna, a posebno ako su prisutni znakovi
anafilaktiCke reakcije, edem lica ili pak bulozne manifestacije, vaskulitis te znakovi na

sluznicama (Bircher 2005.).

Nakon povladenja svih klini¢kinh manifestacija i normalizacije laboratorijskih
nalaza, preporuCa se alergolosko testiranje. Najbolje bi bilo da se ono provede u
periodu od 3 tjedna do 6 mjeseci nakon same reakcije.



4.1.1. MorfoloSka dijagnoza

Inicijalno, nuzna je sveobuhvatna kliniCka dijagnoza koja ukljuCuje KliniCki status
(vruéica, malaksalost, limfadenopatija, hepatomegalija) i detaljan opis koznih lezija. U
klinicki pregled mora biti ukljuéen kompletan pregled koze i adneksa te vidljivih
sluznica. Treba se zabiljeziti tip i distribucija lezija, postedenost primjerice UV-
zasticenih podrucja, zahvacenost lica i sluznice ustiju. TipiCni znak je svrbez

razli€itog intenziteta.

MorfoloSke prezentacije su mnogostruke i raznolike. lako koza ima ogranien
repertoar obrazaca upalne reakcije, moze se uociti vrlo Sirok spektar znakova (tablica
1), od svrbeza, eritema, urtikarije, angioedema, pa sve do makuloznog, papuloznog,
vezikuloznog, buloznog, vaskuliti¢nog i hemoragi¢nog egzantema (Nigen et al. 2003.,
Roujeau 2005.). Neki od ovih znakova karakteristiCni su kod nuspojava na lijekove
(npr. fiksni medikamentozni egzantemi koji se uvijek ponavlja na istim
lokalizacijama), dok drugi mogu predstavljati tezak izazov u diferencijalnoj dijagnozi
prema ostalim koznim poremecajima (posebno infektivni egzantemi). Zbog toga se

za kozne reakcije preosjetljivosti Cesto koristi naziv 'veliki imitatori'.

Tablica 1. LIJEKOVIMA INDUCIRANI KOZNI SIMPTOMI/ZNAKOVI

e egzantem e svrbez
- makulozni e urtikarija, angioedem
- papulozni e mukozne membrane
- vezikulozni - erozije, aftozne lezije, ulceracije
- pustulozni - stomatitis
- bulozni - genitalne lezije

- fiksni egzantem - konjuktivitis

- hemoragi¢no-nekroti¢ni - rinitis

- lihenoidni e fotoinducirani egzantemi
- psorijaziformni e kutani vaskulitis

- pitirijaziformni e nodozni eritem

- eksfolijativni o kozni eritemski lupus

- eritrodermija




4.1.2. Laboratorijska analiza

prouzroCio reakciju, ali mogu biti kljuni u detekciji i/ili iskljuenju zahvacéenosti
unutarnjih organa. Eozinofilija, neutrofilija, prisutnost limfoblasta ili citopenija trebaju
biti istrazeni — mogu biti znak vrlo snazne imunoloSke reakcije, staniCne smrti

posredovane protutijelima ili pak toksi¢nosti kostane srzi.

Tablica 2. ZNAKOVI TESKE REAKCIJE PREOSJETLJIVOSTI

¢ Klini€ka manifestacija e | aboratorijski znakovi
- neposredne reakcije preosjetljivosti - eozinofilija
- iznenadno crvenilo lica - neutrofilija
- teska urtikarija - limfoblastoza
- teski angioedem - citopenija
- DHS/DRESS - poviSeni jetreni enzimi
- centrofacijalni edem i bilirubin
- zahvacenost vecée povrsine tijela — povisen kreatinin,
(eritrodermija) proteinurija

- bulozni poremecaiji koze
- bolna koza
- pozitivan Nikolskyjev znak
- vezikulozne i bulozne lezije
- erozije mukoze ili aftozne lezije
- atipine lezije oblika mete
- hemoragicne ili nekroti¢ne lezije
- vaskulitis
- sistemski znakovi
- visoka temperatura
- slabost

4.2. Etiologija

Cilj dijagnostike preosjetljivosti na lijekove je, kao prvo, definirati nastalo stanje
kao alergijsku reakciju na lijek i drugo, identificirati lijek koji je uzrokovao reakciju.
Povijest i iskustvo (iz raznih knjiga koje sadrze liste lijekova i njihove nuspojave)
najCeSce su koristeni stupovi na kojima se bazira identifikacija potencijalnih lijekova.
Doza, trajanje terapije, kronologija pojavijivanja simptoma i identifikacija kofaktora

(npr. virusne infekcije, hepatopatije, bubrezni poremecaji) pomazu u identifikaciji.
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Preporu€a se primjena standardiziranog pristupa, poput upitnika (Demonly et al.

1999.), posebno lijeCnicima s malo iskustva u ovome podrucju.
4.2.1. SpecifiCni dijagnosticki pristup

Sa specificnom, etioloski orijentiranom dijagnostikom trebalo bi zapoceti najranije
3-4 tjedna nakon potpunog nestanka svih simptoma i znakova. S druge strane,
nakon 6-12 mjeseci neki testovi, primjerice cirkulirajuéi IgE, mogu postati negativni,
daju¢i tako lazno negativni rezultat testiranja. T-stanine reakcije mogu dugo
perzistirati, te se katkad mogu dokazati i 12 godina nakon same reakcije, no ostale

reakcije imaju sklonost 'nestajanja’ tijekom godina.

U skladu s klinickim manifestacijama i njihovom kronologijom, hipoteza o

pretpostavljenoj patogenezi treba biti usmjerena odabiru primjerenog dijagnostickog

testa (Bach & Bircher 2005.) (tablica 3).

Tablica 3. KLINICKA MANIFESTACIJA KAO ORIJENTACIJA O PATOGENEZI

Klinicka manifestacija

Moguca patogeneza

Dijagnosticki test

urtikarija, angioedem

pseudoalergijska reakcija,

IgE posredovana reakcija

prick test, intradermalni test,
specifiéni IgE, test bazofilne

aktivacije

anafilaksija

pseudoalergijska reakcija,
IgE posredovana reakcija,
rijetko aktivacija

imunokompleksa

prick test, intradermalni test,

IgE, test aktivacije bazofila

makulopapulozni egzantem

T-stani¢no posredovan

intradermalni i epikutani test,

test limfocitne transformacije

vezikulozno-bulozni

egzantem

citotoksi¢na T-staniéna
reakcija te NK i NK-T

reakcija?

test degranulacije bazofila

pustulozni egzantem

T-stani€no posredovana

reakcija

epikutani i intradermalni test,

test transformacije limfocita

fiksna erupcija

reakcija preosijetljivosti tip 1V

epikutani test na

zahvac¢enom podrucju




4.2.2. Kronologija

Vremenski period izmedu prve uzete doze lijeka i pojave prvih simptoma znatno
varira. Uzima se da za senzibilizaciju na lijek ili njegov metabolit treba oko 5-7 dana,
no kod nekih lijekova prode i nekoliko tjedana ili €ak mjeseci prije nego se alergijska
reakcija razvije. Period izmedu poCetka farmakoterapije pa do pojave prvih simptoma
naziva se indukcijski interval. Jednom kad je osoba senzibilizirana, vrijeme izmedu
posljednje doze lijeka i pojave prvih simptoma (interval reakcije) varira ovisno o
patogenetskom mehanizmu. Tako kod IgE-posredovane reakcije i pseudoalergijske
reakcije taj period varira od nekoliko minuta pa do nekoliko sati. Kod T-stani¢nih
reakcija vremenski period varira od nekoliko sati do 2 dana. Takoder, postoji i
odredena dinamika reakcija. Primjerice, egzantem se moZe satima prezentirati u
obliku makula koje potom prelaze u papule s vrSkom oko 48-72h. Kod SJS i TEN

makule se pretvaraju u bule i epidermolizu unutar 6-12h.

Mnogi faktori, primjerice nacin primjene, metabolizam lijeka i drugi kofaktori
(uzimanje hrane, interakcije lijekova, stres) imaju modificiraju¢u ulogu. Zbog ovih
razloga stroga diferencijacija reakcija unutar 1h na teSke ili one koje to nisu moze biti

problemati¢na zbog znacajnog preklapanja kronologija razli€itih tipova reakcija.
4.2.3. Dijagnosticki testovi

Primarna dijagnoza uvijek je bazirana na detaljnoj anamnezi i temeljitom
pregledu. Klinicka prosudba ostaje glavni oslonac, jer zbog niske osjetljivosti
dostupnih testova velik broj reakcija ostaje negativan, a provokacijski testovi Cesto

nisu izvedivi (Aberer et al. 2003.).
4.2.4. Prakticni postupak

Suspektna alergija na lijek treba biti dijagnosticirana prema konceptu temeljnog
patogenetskog mehanizma. Uzevsi u obzir pacijentovu anamnezu, zatim kliniCku
prezentaciju na kozZi i prema tome patogenetski mehanizam, poduzimaju se
dijagnosticki testovi. Trebalo bi ukljuCiti sve lijekove koji su uzeti prije nego se
reakcija pojavila, a takoder bi i potencijalni kofaktori trebali biti uklju€eni. Kod sumnje
na reakciju preosjetljivosti tipa | izvode se prick test, intradermaini test te se seroloski
provjerava razina IgE protutijela, a u obzir dolazi i test degranulacije bazofila i

provokacijski test. Kod sumnje na reakciju preosjetljivosti tipa IV rade se epikutani i/ili
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intradermalni test te test transformacije limfocita, a u obzir dolazi i provokacijski test.
Kod pseudoalergijske reakcije, tj. intolerancije u obzir dolazi provokacijski test, test

degranulacije bazofila i test oslobadanja medijatora.

Za neke reakcije patogeneza jo$ nije potpuno razjasnjena. Uz to, za neke kozne
testove nisu toCno poznate optimalne koncentracije lijeka koje se moraju dati.

Valjanost nekih in vitro testova za pojedine lijekove jo$ je uvijek upitna.

Pozitivan kozni ili in vitro test dokaz je postojanja reakcije preosjetljivosti na lijek,
uz prethodnu Kklini¢ku sliku. U slu€aju da su kozni i/ili in vitro testovi negativni,
preosjetljivost se ne moze sa sigurnoscu iskljuciti, te se potencijalno uzroéni lijekovi

moraju iskljuciti iz daljnje terapije.

Provokacijski testovi rezervirani su samo za vitalne indikacije i trebaju ih provoditi
isklju€ivo lije€nici s iskustvom u ovome podrucCju (Aberer et al. 2003.). Njihova
prednost je u tome Sto se testira pacijent individualno, sa svojom metaboliCkom i
imunosnom pozadinom. | dalje ostaje zlatni standard, no buduéi da moze doéi do

relapsa reakcije, indikacije za primjenu vrlo su uske.

Napokon, najvaznije je informirati pacijenta o njegovoj preosjetljivosti na pojedini
lijek, dati mu pismeno ime generi¢kog lijeka, tvorni¢ka imena, te datum i klinicke
manifestacije reakcije. Ako je taj lijek bio nuzan u lije€enju, treba dati preporuku za

alternativni lijek.
4.3. Glavne klinicke manifestacije

Op¢i simptomi. Slabost, umor, glavobolja, povraéanje mogu oponasati infektivne

bolesti, no takoder mogu biti i alarmantni simptomi i prijeteéi znakovi anafilaksije.

Vruéica. Moze biti jedini simptom preosjetljivosti, ali u manjem postotku. S druge
strane, moze prethoditi ili pratiti teSke egzanteme, te tada predstavlja vazan znak
opasnosti. Vec¢inom se javlja s glavoboljom i mijalgijom. Posljedica je oslobadanja
citokina IL-6 i TNF-a, a moze biti i posljedica formiranja imunokompleksa. Korisno je

provjeriti CRP, koji kod teskih reakcija ¢esto ostaje nizak.

Zahvacdenost unutarnjih organa. Jetra i cirkuliraju¢e krvne stanice mogu biti

oStecene u reakcijama induciranim lijekovima, bilo kao samostalna manifestacija ili

pak u sklopu nekog sindroma. Mogu se naéi hepatitis, limfadenopatija, nefritis,
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pneumonitis i pankreatitis, iako i drugi organi mogu biti zahvaceni. Neki organi mogu
biti uklju€eni u lijekovima induciran autoimuni poremecaj, kao kod primjerice lupusa ili

vaskulitisa.

Takoder, moze doci do reakcija u jetri, bubrezima i plu¢ima, a bez kozne reakcije,
Sto otezava prepoznavanje i dijagnozu. Jedini indikator da se radi o reakcijama

preosjetljivosti moze biti eozinofilija.

Urtikarija i angioedem. Urtike naj¢eS¢ée zahvacaju trup i ekstremitete, a tipi¢no se

pojavljuju unutar nekoliko minuta od uzimanja lijeka te perzistiraju manje od 24h na
jednoj lokaciji. Angioedem je netjestasti edem dubljih slojeva koZe koji zahvaca lice,
usne, oralnu sluznicu i muske genitalije. Obje reakcije mogu biti posljedica reakcije
preosijetljivosti tipa | (posredovne IgE) ili tipa Il (imunokompleksi), ali takoder i
pseudoalergijskim tipom (npr. intolerancija aspirina). Ovakve reakcije ¢esto uzrokuju
antibiotici, NSAIDs, radiokontrasti, op¢i anestetici i drugi. Kod urtikarije glavnu ulogu

ima histamin, a kod angioedema bradikinin (Bircher 1999.).

Anafilaksija. TipiCna reakcija posredovana IgE, koja zapocinje unutar nekoliko
minuta do nekoliko sati nakon izlaganja lijeku. Inicijalni simptomi su svrbez, urtikarija,
angioedem, a takoder mogu biti i crvenilo lica, konjuktivitis i eritem gornjeg dijela
trupa. Ostali znakovi su angioedem, urtikarija, rinitis, bronhospazam, mucnina,
povracanje, bol u trbuhu, proljev, tahikardija, hipotenzija, Sok, kardiorespiratorni
arest. Hipoksija mozga moze rezultirati glavoboljom, dezorjentacijom, epilepsijom i

smréu.

Serumska bolest. Klasi¢ni je primjer reakcije preosjetljivosti tipa lll, s latencijskim

periodom 6-8h. Manifestira se vru¢icom, makuloznim i urtikarijskim egzantemom,
limfadenopatijom, artralgijama i ponekad perifernim edemima. Penicilin,
kotrimoksazol i rifampicin mogu uzrokovati stanje nalik serumskoj bolesti, ali bez

mijerljivih imunokompleksa i aktivacije komplementa.

Sindrom preosijetljivosti na lijiekove. Za taj sindrom predloZen je akronim DRESS

(Bocquet et al. 1996.). Tipi¢an je makulozni i/ili papulozni, rjede hemoragicni ili
bulozni osip i centrofacijalno oticanje. Vrucica, slabost i limfadenopatija mogu biti

popracene hepatitisom te nefritisom. U perifernoj krvi mogu se uociti eozinofilija,



limfocitoza, agranulocitoza te anemija. Vrijeme izmedu uzimanja lijeka i pocetka

klinicke manifestacije moze biti i 6 do 12 tjedana.

Makulopapulozni _egzantemi. Manifestiraju se eritematoznim makulama i

infiltriranim papulama, a osobito zahvacaju trup i proksimalne dijelove ekstremiteta.
Konfluacija je moguca i rezultira eritrodermijom. Deskvamacija se u vecoj ili manjoj
mjeri pojavljuie nakon povlacenja samih lezija. Diferencijalno dijagnosti¢ki moze
nalikovati ospicama ili rubeoli. Egzantem je posljedica T-stanicno posredovane
reakcije, a simptomi se obic¢no pojavljuju 24-48h nakon ekspozicije, iako se prvi znaci
diskretnog eritema mogu pojaviti i nakon nekoliko sati. Egzantemi pokazuju razliCite

klinicke znacajke ovisno o citokinima koje oslobadaju T-stanice.

Pseudolimfomatozne reakcije. Makulozni egzantemi mogu se razviti u infiltrativhe

lezije s histoloSkom slikom pseudolimfoma. Tijek je spor i protrahiran, te se stoga
Cesto previdi povezanost s lijekom. Zabiljezeni su sluCajevi s karbamazepinom,

fenitoinom te ACE-inhibitorima (Bocquet et al. 1996.).

Pustulozni_egzantemi. Naziv za diseminirani oblik jest akronim AGEP (acute

generalized exanthematic pustulosis) i ukljuCuje generalizirani eritem sa multiplim
sterilnim pustulama veli€ine 1-3mm, koje se rijetko razviju u vece bule. PoCetne lezije
pojavljuju se na licu ili intertriginoznim podrucjima i mogu diseminirati u roku nekoliko

sati. Vrucica i leukocitoza uvijek su prisutni.

Egzantem fleksijskih mjesta (tzv. Baboon syndrome). To je rijedak, mozda i slabo

evidentiran oblik, a za razliku od ostalih manifestacija, ova je ¢eS¢a kod muskaraca.
Ostro ogranicen eritem perigenitalne i perianalne regije povezan je s afekcijom velikih
pregiba, aksila, laktova, koljena. Kasnije se moze uociti i deskvamacija. Sistemski
simptomi i znakovi obi¢no su odsutni. Ova manifestacija uglavnhom je uzrokovana
aminopenicilinima. Kako bi se ovo stanje razgraniCilo od sistemskog kontaktnog
dermatitisa uzrokovanog zivom ili niklom, predloZzen je akronim SDRIFE
(Hausermann & Bircher 2007.).

Fiksne erupcije. Ova reakcija prakticno je patognomoni¢na za reakciju na lijek.

Cesta je nepozeljna kozna reakcija. Lividni eritematozni, katkad i edematozni plakovi,
Cesto s kasnijim razvojem bula uo€eni su uglavnhom na akralnim lokalizacijama.

Tipicno zaostaje rezidualna hiperpigmentacija. Mogu biti prisutne i izolirane oralne



mukozne lezije ili lezije na muskim genitalijama. Reakcija se uvijek javlja na istom
mjestu nakon ponovne ekspozicije uzrocnom lijeku. Ova erupcija tipicno je
pojedinaCna, ali uoene su i multilokularne diseminirane manifestacije. Radi se o

reakciji posredovanoj T-stanicama.

Vezikulozni i bulozni_egzantemi. Uklju€uju niz stanja, poput EEM, SJS i TEN.

EEM je zapravo rijetko uzrokovan lijekovima i javlja se ¢eS¢e u mladih ljudi koji pate
od Cestih virusnih infekcija. Kod razvoja SJS-a i TEN-a, prije nego se razviju bulozne

lezije koza je bolna na tom mjestu, a uvijek je prisutna i zahvacenost sluznica.

Vaskulitis. Rijetko je posliedica preosjetljivosti na lijekove. Lezije su
karakterizirane palpabilnom purpurom (koja se naj¢eSce pojavljuje na nogama), rjede
urtikarijskim  ili  ulcerativnim  plakovima. Patohistoloski nalaz  ukljuCuje
leukocitoklasti¢ni vaskulitis koji zahvaéa povrsinske kozne Zzile. Obavezno se mora

iskljuCiti zahvaéenost unutarnjih organa.

Lijekovima inducirane autoimune bolesti. Lupus je karakteriziran iznenadnom

pojavom vrucice, slabosti, mijalgije, artralgije i artritisa nekoliko tjedana nakon
uzimanja lijeka. Koza je zahvacéena u Cetvrtini slu€ajeva, a javljaju se eritematozne
lezije koje katkad ljuskaju. Linearna IgA bulozna dermatoza manje je Cesto stanje

koje nalikuje na bulozni pemfigoid i herpetiformni dermatitis.
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5. ULOGA KOZNIH TESTOVA U ISPITIVANJU SISTEMSKIH KOZNIH
REAKCIJA NA LIJEKOVE

NeZeljene reakcie na lijekove (CADR — cutaneous adverse drug reactions) Cest
su problem u klini¢koj praksi. Budu¢i da pacijenti Cesto istovremeno uzimaju vise
lijekova, katkad je teSko to¢no odrediti lijek koji bi mogao biti odgovoran za reakciju.
Osim klinicke slike i kronologije dogadaja, kozno testiranje sumnjivim lijekom od
pomoci je u utvrdivanju samog uzroka reakcije, kao i pafizioloSkog mehanizma
reakcije. Rezultati koZznih testova ovise o vrsti lijeka koji se testira te o obiljezjima
poCetne kozne reakcije na taj lijek. Epikutani test i prick test mogu se obauviti bilo
kojim komercijalnim oblikom lijeka, dok se intrakutani test mora obauviti injiciraju¢im

oblikom lijeka ili s Cistom i sterilnom pripremom lijeka.
5.1. Kako izvesti kozno testiranje na lijekove?

Objavljene su razliCite smjernice za izvodenje koznih testova kod sumnje na
reakcije preosjetljivosti na lijekove (Barbaud et al. 2001., Brockow et al. 2002.).
Nazalost, u novijoj literaturi koriste se mnoge razliCite tehnike testiranja reakcija
preosjetljivosti na lijekove, posebice kod intradermalnog testa, zbog Cega je

nemoguce usporediti rezultate razli€itih centara.

Savjetuje se da se kozno testiranje provede unutar 6 mjeseci od same pojave
reakcije, jer nije poznato hoce li nakon tog perioda pozitivan nalaz i dalje perzistirati

te da li reaktivnost nekih lijekova traje i duze (Barbaud et al. 2001.)
5.1.1. Epikutani test

Buduci da za mnoge Cdiste tvari jo$ uvijek nije poznat toCan prag osjetljivosti, u
epikutanom testu se preporuca koristiti 10% koncentraciju lijeka u vazelinu (moze i u
nekom drugom nosacu), iako kod nekih lijekova i manje koncentracije mogu biti
dovoljne (Barbaud et al. 2001.).

Koriste¢i pulveriziranu tabletu, najviSa moguca koncentracija je 30% kako bi
se dobila homogena dilucija u vazelinu, vodi ili alkoholu. Ako se pak koristi

komercijalni oblik lijeka, preporu¢a se koristiti 30%-tnu koncentraciju.

Testovi s aciklovirom, karbamazepinom ili pseudoefedrinom povremeno su

doveli do generaliziranih CADR simptoma (Barbaud et al. 1998.). Zbog toga se
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preporuc¢a da se epikutani test najprije izvede s lijekom razriedenim 1%, a ako je taj
test negativan ponovi se s koncentracijom 10% (nevazno radi li se o Cistoj tvari ili
komercijalnom pripravku lijeka). Stovige, kako bi se izbjegli lazno pozitivni nalazi,

neke tvari moraju se testirati i u veéim razrjedenjima.

U dijagnostici fotosenzitivnih reakcija na lijekove trebaju se izvesti i epikutani i
foto-epikutani test. Ozracenje se kod fotoepikutanog testa provodi 1. dan ili zbog
praktiénih razloga moze biti provedeno i 2. dan sa UVA zrakama 5 J/cm? (Barbaud et
al. 2001.).

Sto se ti¢e same pripreme za epikutani test, ako se koristi komercijalni
pripravak lijeka, prvo je potrebno maknuti ovojnicu lijeka, a sama tvar mora biti
usitnjena u fini prah. Prah koji se nalazi u kapsulama testira se u 30%-toj
koncentraciji u vazelinu te u 30%-tnoj koncentraciji u vodi. Sama ovojnica kapsule se
namoci i zasebno testira. Tekuci preparati testiraju se kao takvi te takoder razrjedeni
30% u vodi. Kada se radi o testiranju komercijalnog pripravka lijeka, svaki se
pripravak pripravlja iskljuCivo za jednog pacijenta i ne smije stajati viSe od 24h
(Barbaud et al. 2001.).

Kad kod je to moguce, trebaju se takoder testirati i konzervansi, bojila te
pomoc¢ne tvari komercijalnog pripravka, bilo nerazrjedeni ili razriedeni 10% u
vazelinu, ili pak u drugim nosacima u koncentracijama koje se obi¢no preporucuju za

testiranje kontaktnog alergijskog dermatitisa.

Sto se tie samog nosaca koristenog u epikutanom testu, jo$ nije usuglaseno
koji je nosac€ najbolji. Postoji nekoliko studija u kojima je svaki testirani lijek razrjeden
u razlicitim pomoc¢nim tvarima. Kad su se usporedili rezultati tvari razrjedenih u
vazelinu, vodi ili alkoholu, zapravo nisu nadene neke velike razlike (Barbaud et al.
2001.). Vazelin se €ini primjeren u vecini sluCajeva. Steroidni hormoni trebali bi biti
testirani razrjedeni u alkoholu, buduci da su zabiljeZzeni lazno negativni rezultati kod
testiranja estrogena razrjedenih u vodi ili vazelinu (Barbaud et al. 2001.). Takoder,
opazena je pojava makulopapuloznog osipa kod pozitivhog epikutanog testa na
koritkosteroide razrjedene u vodi ili alkoholu, a negativan nalaz pri koriStenju vazelina
(Barbaud, neobjavljeni podaci). Kod studije u kojoj su se istrazivale fiksne erupcije
kao reakcija na kotrimoksazol uoCeno je da je kod 25 od 27 pacijenata doslo do

pozitivhe reakcije na epikutano testiranje kad je kao nosac koristen dimetilsulfoksid,
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dok je samo 8 pacijenata razvilo pozitivnu reakciju kad je kao nosac koristen vazelin
(Ozkaya-Bayazit et al. 1999.). Nema znacajnih studija o vaznosti drugih nosaca u

epikutanom testiranju.

Gdje aplicirati epikutani test? InaCe se epikutani test primjenjuje na gornjem
dijelu leda, medutim ispravno je i primjeniti ga na mjestu na kojem je nastala sama
kozZna lezija. Kod fiksnih kozZnih lezija poznato je da epikutani test ili pak ponovljena
aplikacija lijeka (Alanko 1994.) postaju pozitivni jedino ako se primjene na mjesto
gdje je zaostala rezidualna pigmentacija nakon reakcije, a kad se primjeni na koZi

leda, dakle na nezahvaceno mjesto, reakcija je negativna.

Testiranje na prethodno zahvacenom dijelu koZze moze biti vrijedno i kod
ostalih koznih reakcija na lijekove, kao $to je objavljeno za makulopapulozni osip kao

reakciju na tetrazepam (Barbaud et al. 2001.).

Kod ocitanja epikutanog testa koriste se kriteriji Internacionalne grupe za
istrazivanje kontaktnog dermatitisa — ICDRG (Wilkinson et al. 1970.). Buduéi da
epikutani test moZe izazvati neposrednu reakciju, posebice kod -laktamskih
antibiotika, nuzno je oditati rezultat unutar 20 min kod pacijenata koji su razvili
urtikariju ili anafilaktiCki Sok. Takve neposredne reakcije zabiljeZzene su kod f-

laktama, neomicina, gentamicina, bacitracina te diklofenaka.
5.1.2. Prick test

Prick test izvodi se na volarnoj strani podlaktice primjenjujuci komercijalni oblik
lijeka. Kad god je moguce trebalo bi testirati Cistu tvar te pomocéne tvari zasebno. Ako
se kod pacijenta kao prethodna reakcija razvila urtikarija, tada bi trebalo koristiti

razriedenja koja se sekvencijalno povecavaju.

S obzirom na nedavne studije, mozemo smatrati ocCitanje prick testa
standardiziranim; reakcija se smatra pozitivnom ako je nakon 20 min od injiciranja
tvari promjer vecéi od onog negativhe kontrole (0.9%-tna otopina NaCl) te ako je

promjer >3mm sa okolnim eritemom (Barbaud et al. 2001., Brockow et al. 2002.).

U svim sluCajevima, trebalo bi napraviti kasno ocCitanje 24h nakon testa, jer se

kod ovog testa mogu pojaviti i kasni pozitivni rezultati (Barbaud et al. 2001.).
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5.1.3. Intradermalni test

Intradermalni test izvodi se onda kad prick test pokaze negativne rezultate
20min nakon injiciranja sumnjivog lijeka. Ne provodi se kod pacijenata sa SJS, TEN
te leukocitoklasticnim vaskulitisom, buduci da postoji Sansa da se ponovno izazovu ta
stanja, a s velikim se oprezom primjenjuje kod pacijenata koji su imali DRESS
(Barbaud et al. 2001.). Buduci da intradermalni test kod 10% testiranih moze izazvati
rani ili kasni relaps kozne reakcije, preporucuje se njegovo izvodenje u bolni€kim

uvjetima. Za ovaj test potrebno je pribaviti sterilan oblik lijeka.

Mijesto injiciranja (leda, podlaktica, ekstenzorno podrucje nadlaktice), sam
volumen injicirajuce tvari (0.02 mL, 0.04 mL (Barbaud et al. 2001.) do 0.05 mL
(Brockow et al. 2002.)) te trenutak ranog ocitanja reakcije (u vecini slu¢ajeva 20-30
min) joS$ uvijek nisu standardizirani. Prema razliitim autorima i smjernicama
intradermalni se test smatra pozitivnim kada je promjer reakcije jednak ili pak viSe od
2 puta veCi od promjera injekcijske papule (Barbaud et al. 2001.), ili >10 mm
(Barbaud et al. 1998); za urtiku veli€ine 1-2 mm ocCekuje se porast promjera 3 mm ili
vec¢i (Brockow et al. 2002.). U vecini radova, odgodene reakcije koje se pojavljuju
nakon 24h, smatraju se pozitivnima ako se pojavi infiltrirajuca eritematozna reakcija
(Barbaud et al. 2001).

Kako tehnike primjene intradermalnog testa nisu standardizirane, pragovi
specificnosti teSko su usporedivi izmedu razli¢itih grupa (Barbaud et al. 2001.).
Uzimajuci u obzir dva rada o izvodenju koznih testova bazirana na smjernicama
(Barbaud et al. 2001., Brockow et al. 2002.), moglo bi se savjetovati da se odredi
volumen injekcije, bez obzira na mjesto injiciranja, koji dovodi do promjera injekcijske
modrice od 3mm. Oditanje nakon 20min moze se smatrati pozitivnim ako bi promjer

reakcije bio >6 mm.
5.2.  Vrijednovanje koznih testova

Osim kod B-laktamskih antibiotika, u otkrivanju uzroka nepozeljne kozne
reakcije na lijek sama korist prick testa i intradermalnog testa nije vrednovana onoliko
kao epikutanog testa. U nekim radovima specificnost intradermalnog testa ne moze

biti vrednovana, jer manjkaju negativne kontrole.
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Od 60 pacijenata sa koZznom reakcijom na lijek kod kojih je epikutani test bio
negativan, 58% imalo je pozitivhu reakciju kod intradermalnog testa (Barbaud et al.
2001.). Od 94 pacijenta sa odgodenom preosjetljivos¢u na B-laktame 36% su imali
pozitivhu reakciju i na epikutani i na intradermalni test, dok je 8% imalo pozitivan

intradermalni test a negativan epikutani (Romano et al. 2002.).

Kod reakcije na vankomicin, prick test i intradermalni test ostali su negativni
Cak i pri kasnom ocitanju, dok je epikutani test bio pozitivan i specifican (20
negativnih kontrola) (Barbaud et al. 2001.). Ovo istrazivanje naglaSava da odgodene
reakcije kod intradermalnog testa nisu uvijek dovoljne u istrazivanju uzroka reakcija
odgodene preosjetljivosti na lijekove, no epikutani test mozZe upotpuniti analizu i biti

pozitivan unato¢ negativhom intradermalnom testu.

Epikutani test ima vrijjednost u otkrivanju odgovornog lijeka kod
generaliziranog ekcema, sistemskog kontaktnog dermatitisa, AGEP, SDRIFE, MPR
(Barbaud et al. 1998.), i fiksnih lezija (Alanko 1994.), a Cini se i kod DRESS-a.
Fotoepikutani test koristan je u istrazivanju fotosenzitivnosti na lijekove. S druge
strane, manje su vrijedni u istraZivanju Steven-Johnsonova sindroma i Lyellovog
sindroma (Wolkenstein et al. 1996.), urtikarije, te svrbeZa i vaskulitisa (Barbaud
2005.).

Kod urtikarije, prick test moze dati neposredne pozitivne rezultate, kao kod
primjerice B-laktama, anestetika te sinergistina. Nadalje, iako je to rijetkost, noviji
radovi potvrduju da prick test moZe imati odgodene pozitivne reakcije kod cjepiva, B-
laktamskih antibiotika, a takoder i kod sinergistina, pseudoefedrina te minociklina
(Barbaud et al. 2001.).

Neposredne pozitivne reakcije kod intradermalnog testa nisu neuobiCajene
kod urtikarije, angioedema ili anafilaktickog Soka, a uglavnom su proucavane kod p-

laktama, odnosno penicilina (Rodriguez-Bada et al. 2006.).

Posljednje studije potvrdile su vrijednost intradermalnog testa u istrazivanju
odgodene preosjetljivosti na lijekove. Kod makulopapuloznog osipa odgodene
reakcije intradermalnog testa zabiljeZzene su za B-laktame, a takoder i za heparin
(Barbaud et al. 2001.).
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Sama korist kozZnih testiranja ovisi i o lijeku koji se testira. Najce&¢i su izvjestaiji
0 pozitivnom epikutanom testu na ove lijekove: B-laktamski antibiotici, posebice
amoksicilin, kotrimoksazol, kortikosteroidi, derivati heparina (iako je korisniji
intradermalni  test), pristinamicin,  karbamazepin, diltiazem, hidroksizin,
pseudoefedrin, tetrazepam. lako se ne smatraju klasicnim lijekovima, zadnje studije
naglasavaju da radioloSka kontrastna sredstva mogu uzrokovani odgodenu reakciju

preosijetljivosti. U takvim slu¢ajevima kozni testovi imaju svoju vrijednost.

Cini se da kozni testovi nemaju nikakvu vrijednost u istraZivanju intolerancije
na nesteroidne protuupalne lijekove, rumenila povezanog s Kkortikosteroidima,
angioedema vezanog uz ACE-inhibitore ili blokatore angiotenzinskih Il receptora,

nuspojave vezane uz hijaluronsku kiselinu ili urtikarije uzrokovane bupropionom.
5.3. Negativna prediktivna vrijednost epikutanog testa

Prediktivna vrijednost negativnog rezultata kozZnih testiranja je nepoznata.
Mnogo je objavljenih slu¢ajeva nepoZzeljnih reakcija na lijekove kod kojih je epikutani

test negativan, dok je odgodeni intradermalni test bio pozitivan (Barbaud et al. 2001.)

U nedavnoj studiji (J. Waton and A. Barbaud, pers. commun., European
Academy of Allergy and Clinical immunology, Vienna, 2006.) demonstrirana je
readministracija lijeka koji je doveo do nepozeljne reakcije. Kod 18 od 140 pacijenata
(13%) razvila se pozitivha reakcija, iako su imali negativne kozZne testove (epikutani,
intradermalni i test ubodom). Readministracija lijeka provedena je kod 229 pacijenata
koji su imali negativan epikutani ili prick test. Pozitivna reakcija zabiljezena je kod 22

pacijenta (9.6%) (Lammintausta & Kortekangas-Savolainen 2005.).

U studiji (Waton & Barbaud 2006.) 3 od 18 pacijenata (17%) imalo je pozitivhu
reakciju pri oralnoj readministraciji B-laktama, iako su prick test, epikutani i
intradermalni testovi bili negativni. Kod negativnog prick testa i intradermalnog testa,
ali bez prethodno ucinjenog epikutanog testa, oralni provokacijski test na p-laktamske
antibiotike bio je pozitivan kod 49 od 89 pacijenata (55%) (Torres et al. 2002.), no
druge studije pokazale su pozitivan nalaz samo kod 4 od 153 pacijenata (Barbaud et
al. 2001.) te kod 35 od 416 pacijenata (8.4%) (Messaad et al. 2004.).

Kod reakcija na makrolide, 2 od 6 pacijenata (33%) razvila su pozitivhu
reakciju kod readministracije (Waton & Barbaud 2006.), iako su prick test, epikutani i
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intradermalni testovi bili negativni, dok su 2 od 2 pacijenta sa urtikarijom kao
reakcijom na makrolide imali negativan nalaz kod intradermalnog testa, ali i

negativan provokacijski test na suspektne makrolide (spiramicin, josamicin).

Kod nepoZeljnih reakcija na paracetamol, kod 3 od 18 pacijenata (17%)
zabiliezen je pozitivan nalaz pri readministraciji (Waton & Barbaud 2006.). Kod
nepozeljnih koznih reakcija na kortikosteroide, kod jednog od 9 slu€ajeva (11%)

zabiljezena je pozitivna reakcija pri readministraciji (Waton & Barbaud 2006.)

Zaklju¢no, kod nepozeljnih koznih reakcija na lijekove s odgodenim
mehanizmom preosjetljivosti koje nisu teSke (primjerice makulo-papulozni osip)
savjetuje se prvo primjeniti epikutano testiranje, a ako je ono negativno, ostala koZna
testiranja s neposrednim i odgodenim ocitanjem reakcije. U neposrednim reakcijama
preosijetljivosti od koristi su prick test i intradermalni test. Nema nikakve koristi da se
kod pacijenta primjenjuje epikutani test, ako je prethodno ucinjeni intradermalni test

pokazao pozitivhu odgodenu reakciju.
5.4. Sigurnost koznog testiranja kod alergija na lijekove

Epikutano testiranje moZe reinducirati nepoZzeljne reakcije na lijek. To je
zabiliezeno s aciklovirom, hidroksizinom, pseudoefedrinom i triamcinolonom
(Barbaud et al. 1998., 2001.).

Relaps nepozeljnih reakcija na lijekove ¢eSci je kod intradermalnog testiranja.
Od 30 provedenih intradermalnih testiranja, uo€ena su 3 manja incidenta (Barbaud et
al. 2001.). Kod B-laktamskih antibiotika nuspojave bi se pojavile u 0.1-2% testiranih
pacijenata (Co Minh et al. 2006.). Od 998 testiranih pacijenata sa sumnjivom
preosjetljivoSs¢u na B-laktame, njih 15% imalo je pozitivan rezultat intradermalnog
testiranja, a 13 pacijenata (8.8%) razvilo je sistemsku reakciju za vrijeme testiranja.
Anafilaksija te period kra¢i od 1h izmedu posljednje uzete doze lijeka i pojave
reakcije na lijek bili su ucCestaliji kod pacijenata koji su razvili sistemsku reakciju
prilikom testiranja nego kod 135 pacijenata koji su imali pozitivan intradermalni test,
ali bez sistemske reakcije (Co Minh et al. 2006.).

Prema tome, test ubodom i intradermalni test mogu inducirati sistemske

reakcije, iako su rezultati testiranja negativni.

17



5.5. Relevantnost i specificnost epikutanog testiranja

Od krucijalne je vaznosti interpretacija rezultata koznog testiranja na lijekove.
Kao negativna kontrola trebalo bi se testirati pomo¢no sredstvo koje se koristilo za
razriedenje samog lijeka: lazno pozitivni nalaz epikutanog testa na lijek je rijedak, ali
moze se pojaviti kao posljedica senzibilizacije na etanol, a takoder i na vazelin (Ulrich
et al. 2004.).

Lazno pozitivni rezultati ¢eS¢i su kod intradermalnog testa (Barbaud et al.
2001.), ali lazno pozitivni ili nerelevantni rezultati mogu se dobiti i kod epikutanog
testiranja. Zbog toga je naglasena potreba za usporedivanjem rezultata koznih

testova s onim dobivenim kod negativnih kontrola (Barbaud et al. 1998., 2001.).

Epikutani test na lijek moZe biti pozitivan kao posljedica kontaktnog
dermatitisa na lijek ili neku njegovu pomoc¢nu tvar, a da se uopce ne radi o
nepozeljnoj reakciji na sam lijek (Barbaud et al. 2001.). Epikutani test moze biti
pozitivan za komercijalni oblik lijeka ili za komponentu samog proizvoda, ali oralnu
readministraciju lijeka pacijent mozZe sasvim dobro tolerirati. Pozitivna reakcija tada je
Cesto posljedica prijasnjeg razvoja kontaktnog ekcema zbog upotrebe sredstava koja
sadrze tu tvar. Isto tako, postoji i varijanta nerelevantno pozitivhog epikutanog testa s
komercijalnim oblikom lijeka gdje su uzrok reakcije bili konzervansi ili stabilizatori, a
ne sam lijek (Barbaud et al. 2001.).

Lazno pozitivni rezultat prick testa mozZe se uociti prilikom testiranja kodeinskih

derivata te Cistog spiramicina.
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6. INVITRO TESTOVI T-STANICNO POSREDOVANE PREOSJETLJIVOSTI NA
LIJEKOVE

In vivo testovi, epikutani, intrakutani te prick test Cesto ne rezultiraju pozitivnim
reakcijama, €ak ni kod pacijenata s odlicnom dokumentacijom alergijske reakcije.
Provokacijski testovi, koji se smatraju zlatnim standardom, €esto su neprihvaceni od
strane pacijenata, nose rizik tesSkih reakcija i ne mogu diferencirati razliku izmedu

alergijskih i pseudoalergijskih reakcija (Aberer et al. 2003.).

Prednost in vitro testova je Sto su sigurniji za pacijenta, izbjegavajuéi pritom
mogucnost razvoja novih reakcija ili relaps starih, te omogucuju uvid u same
patomehanizme reakcija. Ipak, jo$ uvijek se koriste ve¢inom u istrazivaCke svrhe,
nisu standardizirani, odgovaraju samo odredenim tipovima alergijskih reakcija, te
ovise o dostupnosti Ciste tvari i svjezih krvnih stanica ili smrznutih mononukleara,
koje nisu uvijek pri ruci. Usprkos tome, napredak u istraZzivanju alergija na lijekove,

kao i potreba za takvim testovima, ozZivjeli su interes za ovu temu.
6.1. Patogeneza T-staniéno posredovane preosjetljivosti na lijekove

Raste broj dokaza da T-stanice specificne za reakciju na lijek imaju vaznu
ulogu u patogenezi reakcija preosjetljivosti koje nisu posredovane IgE protutijelima.
Pozitivni rezultati epikutang testa nakon 24-48h, pozitivna in vitro reaktivnost u testu
limfocitne transformacije (LTT) te u pojedinacnim generaciama na lijekove
specificnih T-stani¢nih linija i T-staniCnih klonova iz krvi pacijenata s razli€itim
oblicima preosjetljivosti na lijekove kao npr. MPE, DRESS, AGEP, SJS, TEN, jasno
pokazuju da T-stanice specificne na lijek mogu biti detektirane u zahvaéenom tkivu te
perifernoj krvi pacijenata (Hari et al. 2001., Beeler et al. 2006.). Novija studija jasno je
pokazala da je 1:250 do 1:10 000 T-stanica u perifernoj krvi tih pacijenata reaktivho
na relevantni lijek. Takoder, ova studija dokazala je da T-stanice reaktivne na lijek

perzistiraju u perifernoj krvi ¢ak do 12 godina (Beeler et al. 2006.).

Pretpostavlja se da je dugotrajna perzistencija memorijskih T-stanica
specificnih za lijek, usprkos strogom izbjegavanju samog lijeka, zapravo posljedica
krizne reaktivnosti T-stanica, jer one Cesto posjeduju i druge specificnosti (kao sto je

dokazana visoka frekvencija krizne reaktivhosti na MHC peptidnim kompleksima).
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Ipak, prava priroda ovih pretpostavljenih kriznih reakcija, koje bi mogle odrzavati

‘pool' memorijskih stanica, josS je nepoznata.

Funkcionalna disekcija T-stanica reaktivnih na lijekove dobivena iz razli€itih
kliniCkih slika otkrila je da postoji heterogenost reakcija preosjetljivosti na lijekove na
koZi, a takoder i na drugim organima (poput bubrega), zahvaljuju¢i razli€itim

funkcijama T-stanica.
6.2. Slijed dogadaja kod T-stani¢ne aktivacije — mogucnosti testiranja

Potpuna stimulacija T-stanica zahtjeva formaciju imunoloSke sinapse koja
ukljuCuje MHC, T-stani¢ni receptor (TCR) te razliCite adhezijske i kostimulativhe
molekule. Ova aktivacija ukljuCuje slijed dogadaja na samoj membrani, ali i unutar T-
stanice, te bi se mogla monitorirati te pomoci u identifikaciji T-stanica s odredenom
antigenom specificnoS¢éu. Nakon $to su T-stanice potaknute odredenim antigenom,
ulaze u proces sazrijevanja koji traje nekoliko dana i uklju€uje vezivanje, proliferaciju i

funkcionalnu diferencijaciju.

Vezivanje zapoc€inje vezanjem TCR na specifiCni antigen koji je prezentiran na
MHC molekulama tip | ili I, te je prac¢eno poviSenjem intracelularnog Ca®",
generiranjem inositol-1,4,5-trifosfata te ekspresijom veceg broja tzv. ranih gena (c-fos
protoonkogen, c-myc, c-jun, te transkripcijski faktori NFAT i NF-xB) unutar 30min od
antigenog prepoznavanja. Nakon 1-2h od antigenog prepoznavanja, odvija se
ekspresija gena koji kodiraju IL-2, 3, 4, 5 i 6, INF-y, TGF-§, CD25, CD40, rani

aktivacijski marker CD69 te brojne druge proteine.

U ranoj proliferacijskoj fazi, oko 1-2 dana nakon T-stani¢ne aktivacije,
inducirana je ekspresija dodatnih gena koji ukljuCuju HLA-DR, CD80 te se
sintetiziraju razne adhezijske molekule i DNA (Stepp et al. 2000., Posadas et al.
2002.). 3-5 dana nakon aktivacije, T-stanice ulaze u fazu terminalne diferencijacije,
koja je karakterizirana ekspresijom funkcionalnih gena te produkcijom perforina i
granzima B, koji su vazni za citotoksi¢ne stanice, dok se ekspresija FasL javlja nesto
ranije (Song et al. 2000.).

Mjerenje ovih ranih znakova aktivacije T-stanica teoretski se moZe upotrijebiti

u in vitro detekciji T-stanica koje su reagirale na lijekove.
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6.3. Dijagnosticki testovi za reakcije preosjetljivosti posredovane specifiénim

T-stanicama

Kada bi bilo pozeljno obaviti in vitro testove? Ne rade se za vrijeme akutne
faze bolesti, jer je imunoloSki sustav jo$ uvijek snazno aktiviran uz prisutnu
proliferaciju (Hari et al. 2001.). Kozni testovi i in vitro testovi izvode se nakon
odredenog vremena, kada se povuku Klini¢ki simptomi, te se tijelo ocisti od
inkriminirajuceg lijeka te antialergijske terapije. Generalno, mononuklearne stanice
periferne krvi izolirane za vrijeme akutne faze vrlo su aktivhe. Primjerice, u testu
limfocitne transformacije, tako aktivirane stanice i dalje bi proliferirale te bi njihov
izmjeren broj bio velik (iako su uvjeti nestimulirani), dok bi kod lijekom stimuliranih
uvjeta njihova daljnja proliferacija bila samo marginalna i na taj nacin tezZe
detektabilna. Zadnji podaci sugeriraju da ovakav koncept nije uvijek primjenjiv.
Uoceno je da je test limfocitne transformacije kod SJS/TEN &eSc¢e pozitivan u akutnoj
fazi nego 6 tjedana nakon remisije, dok je kod DRESS-a prikladnije provesti kasnije

testiranje.

Danas nije mogucée predvidjeti hoce li reaktivnost T-stanica u pojedinog
pacijenta perzistirati mjesecima ili ¢ak i godinama, te hoce li pacijenti €ija se in vitro
reaktivnost izgubila tolerirati lijek pri ponovnoj primjeni. S jedne strane, uocena je
pozitivna in vitro reakcija T-stanica nakon stimulacije p-laktamima i
sulfometoksazolom viSe od 12 godina nakon terapije, koji su tada uzrokovali
odgodenu i neposrednu reakciju (Beeler et al. 2006.). S druge strane, Cini se da neki
pacijenti izgube reaktivnost u roku 1-3 godine nakon reakcije. Tako mnoge skupine
provode testove nakon minimalnog vremenskog intervala od 3 tjedna, ali i viSe od 3-6

mjeseci nakon akutne reakcije.

Posebna je situacija kod djece, jer kod njih preosjetljivost na lijekove katkad ne
moze biti dokazana unato€ tome Sto je anamneza prilicno uvjerljiva. Razlog bi mogao
biti taj Sto mala djeca nisu sposobna razviti primjereni memorijski imuni odgovor, ili

pak Sto stanice aktivirane lijekom podilaze brzoj apoptozi (Thornton et al. 2004.).
6.3.1. Analiza razli€itih povrSinskih biljega protocnom citometrijom

U perifernoj krvi pacijenata s akutnom reakcijom na lijek, cirkulirajuée T-
stanice su aktivirane u fazi diferencijacije (Hari et al. 2001.). Takoder se pokazalo da
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in vitro kulture specifi¢nih, lijekovima aktiviranih limfocita eksprimiraju povrSinske
molekule poput CD25, CD69, CD40L, a kasnije i CD71 i HLA-DR, koje su najcesce
minimalno eksprimirane ili ¢ak i odsutne u miruju¢im stanicama. Takvi aktivacijski
antigeni lako se detektiraju imunofluorescencijom i proto€nom citometrijom, te na taj
nacin pridonose identifikaciji T-stani¢nih subpopulacija u ukupnoj kulturi limfocita,

koje su uklju€ene u proces aktivacije.

Doista, preliminarne studije o aktivacijskim markerima mjerenim protocnom
citometrijom u razliitih pacijenata s alergijom na lijekove pokazuju da
mononuklearne stanice periferne krvi izolirane iz pacijenta za vrijeme remisije
pojacano eksprimiraju CD69, CD25 i CD71 na povrsini relativno velikog broja T-
stanica, dok kod pojedinaca koji nisu senzibilizirani takva nad-regulacija nije uocena.
Frekvencija CD69+ T-stanica nakon mjerenja protocnom citometrijom bila je mnogo
viSa od frekvencije izmjerene enzimski vezanom imunospot tehnikom ili
karboksifluorescein-diacetat-sukcinimidil-esterskim mjerenjem (Beeler et al. 2006.).
Preliminarni podaci upuéuju da regulacija CD69 na T-stanicama ima dvije
komponente: (1) rana aktivacija T-stanica specificnih na lijek preko aktivacije TCR-
receptora, (2) daljnja amplifikacija odgovora lu€enjem citokina koji induciraju CD69
na susjednim T-stanicama, koje nisu specificne na lijek. Zaklju¢no, amplifikacija se
nastavlja samo ako su 'prave’ T-stanice koje su reagirale na lijek prisutne u 'bazenu’
T-stanica. Na taj nacin, mjerenje CD69 moZe biti koristan alat u detektiranju
prisutnosti na lijekove specificnih i krizno reaktivnih T-stanica u perifernoj krvi

pacijenata alergi¢nih na lijek.
6.3.2. Mjerenje citokina koje proizvode stanice nakon stimulacije lijekom

U skladu s njihovom ulogom dirigiranja svih faza imunog odgovora, citokini su
vazni medijatori efektorskih funkcija. Generalno, koli¢ina i obrazac citokina in vivo i in

vitro korelira s tipom imunog odgovora koji se razvio nakon kontakta s antigenom.

Za vrijeme akutne faze alergijske reakcije na lijek, in vivo monitoriranje
obrazaca citokina u neposrednim i odgodenim tipovima reakcija na lijekove otkriva
Thl ili Th2 profil citokina, Sto ovisi o samom kliniCkom entitetu o kojem se radi. U
ispitanika s odgodenim tipom reakcije na p-laktame objavljena je visoka produkcija
IL-2, IFN-y i TNF-a u mononuklearnim stanicama periferne krvi. S druge strane, u

reakcijama na p-laktame koje su IgE posredovane, kao primjerice anafilaksija,
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ovakvo monitoriranje pokazalo je Th2 profil citokina, prvenstveno s ekspresijom IL-4
(Posadas et al. 2000.).

Vecina studija istrazuje ulogu citokina u razliitim koznim reakcijama
preosjetljivosti kombinirajuéi imunohistolosku analizu akutnih koznih lezija i
kvantifikaciju citokina in vitro, otpustenih od strane za lijek specificnih T-stani¢nih
klonova pacijenta u remisiji. Generalno, T-stani¢ni klonovi alergi¢nog pacijenta
pokazuju veoma raznolik obrazac citokina. Ipak, poviSena proizvodnja IFN-y Cesto se
uoCava kod pacijenata s razli€itim klinickim slikama poput MPE, DRESS i AGEP kao
reakcija na karbamazepin, lamotrigin, celekoksib i druge (Britschgi & Pichler 2002.).
IFN-y tako mozZe imati dominantnu ulogu u patofiziologiji razli€itih egzantema te
posluziti kao citokinski bilieg. Njegova visoka produkcija takoder daje objasnjenje
nadregulacije MHC Il klase na keratinocitima. Tako aktivirani keratinociti naknadno

omogucuju prezentaciju lijeka CD4+ T-stanicama (Yawalkar et al. 2000.).

Jos jedan prilicno dominantan citokin koji se pojavljuje u razli¢itim formama
preosjetljivosti na lijekove je IL-5. U akuthom DRESS-u i MPE-u, nadena je visoka
razina IL-5 u serumu, a sekrecija IL-5 i eotaksina (eksprimiran u uzorcima tkiva)
zajedniCko je obiljezje specifitnih T-stani¢nih klonova (Pichler et al. 1997., 1998.).
Eotaksin i IL-5 poznati su kao kljuéni faktori u regulaciji rasta, diferencijacije i
aktivacije eozinofila. Oba su detektirana u kulturama mononuklearnih stanica
izoliranih iz periferne krvi pacijenata s takvom slikom. Posljedi¢no, mjerenje IL-5 u
kombinaciji s testom limfocitne transformacije predlozen je kao bolji mjerni instrument
detekcije senzibilizcije na lijekove, nego LTT sam (Merk 2005.). S druge strane, u
studiji koja je istraZivala obrazac citokina u neposrednim i odgodenim reakcijama,
ekspresija IL-5 nije bila poviSena, a analiza T-stani¢nih klonova pacijenata s DRESS-
om na karbamazepin i lamotrigin nije pokazala visoku produkciju IL-5, nego IFN-y
(Posadas et al. 2000.).

U posebnoj vrsti reakcije preosijetljivosti na lijekove poput AGEP, analiza IL-8
mogla bi biti korisna, buduci da je taj kemokin proizveden od strane T-stanica, a
ovakav oblik reakcije ¢esto uzrokuje zajedno s IFN-y i GM-CSF (Britschgi & Pichler
2002.). Bazirano na ovim saznanjima, savjetuje se da se kod vecline reakcija

preosijetljivosti trebaju provjeriti T-stanice koje lu¢e IFN-y i IL-5. Takav pristup mogao
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eozinofilijom.

Procjena produkcije citokina moze se provesti molekularnim tehnikama poput
PCR-a. Na razini proteina, citokini se mjere i supernatantima stani¢nih kultura
bioesejima te imunoesejima (ELISA, radioimunoesej i sl.). Analiza intracelularnih
citokina proto€nom citometrijom s monoklonalnim protutijelima obiljezenim

fluoresceinom takoder se moze koristiti in vitro i ex vivo.
6.3.3. Ispitivanja stani¢ne proliferacije

Test limfocitne transformacije trenutno je najrasprostranjeniji test za detekciju
T-stani¢ne preosjetljivosti na lijekove. Primjenjuje se za odgodeni tip reakcija
preosjetljivosti, ali moZe detektirati i T-stanice u perifernoj krvi pacijenata s
neposrednom reakcijom (Beeler et al. 2006.). LTT mijeri proliferativni odgovor T-
stanica i mononukleara periferne krvi u in vitro uvjetima. Specifi¢nost proliferativhog
odgovora demonstrirana je uspostavijanjem na lijek specificnih T-stani¢nih linija i
pretezno CD4+ T-staniCnih klonova iz LTT kultura ili epikutanog testa s razli€itim
ljekovima, poput p-laktama, lidokaina, mepivakaina, sulfametoksazola i
karbamazepina, celekoksiba, lamotrigina, -ciprofloksacina. U testu limfocitne
transformacije mononukleari iz periferne krvi dobiveni iz senzibiliziranog pacijenta
kultiviraju se 6 dana, jedan dio uz prisutnost suspektnog lijeka, a kao negativna
kontrola sluzi kultura stanica samo s medijem (bez lijeka). Senzibilizirani limfociti
podilaze blastogenezi te luCe citokine, a proliferacijski odgovor moze se mijeriti kao
vezivanje ®H-timidina za vrijeme sinteze DNA. Rezultat se moZe prikazati kao
stimulacijski indeks, koji je omjer stani¢ne proliferacije s antigenom u odnosu na
proliferaciju bez antigena. UobiCajeno je stimulacijski indeks >2, a za B-laktame >3

smatrati pozitivnim.

Retrospektivha analiza 923 sluaja pacijenata sa suspektnom alergijom na
lijek ukazala je da senzitivhost testa limfocitne transformacije ovisi o lijeku koji se
testira. 78 od 100 pacijenata s vrlo vjerojatnom alergijom na lijek imalo je pozitivan
test, dakle osjetljivost je bila 78%. Kada su se analizirale alergije samo na p-laktame,
osjetljivost je bila oko 74%, Sto znaci da je veca od one kod kozZnih testova (62%).
Negativna i pozitivha prediktivnha vrijednost testa limfocitne transformacije donekle se

mogu izraCunati za penicilinske pripravke, naroCito za amoksicilin. Pod
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pretpostavkom da je incidencija senzibilizacije na amoksicilin 5% u izloZenih,

negativna prediktivna vrijednost iznosi 98.6%, a pozitivha 79%.

U skladu s ovim nalazom ide i zapazanje da su pacijenti koji su klasificirani
kao manje vjerojatno senzibilizirani na lijek imali nizu incidenciju pozitivnog LTT-a,
dok su pacijenti s vrlo malo vjerojathom sumnjom na senzibilizaciju imali najnizu
incidenciju pozitivne reakcije na testu. U studiji, kod 62% pacijenata (od njih 50) s vrlo
dobro dokumentiranom odgodenom ili neposrednom preosjetljivoS¢u na p-laktame,
mononuklearne stanice periferne krvi proliferirale su in vitro na najmanje jednu vrstu
penicilina koji su testirani, neovisno o tipu reakcije (Luque et al. 2001.). Osjetljivost
testa bila je veca kod skupine koji su imali neposrednu reakciju (64.5%) u odnosu na
one koji nisu (57.9%), no proliferativni odgovor u skupini s neposrednom reakcijom
bio je manje intenzivan nego u drugoj skupini. Objavljene su i nize osjetljivosti testa

limfocitne transformacije, 33% (Barna et al. 1980.).

U spomenutoj retrospektivnoj analizi 923 sluCaja takoder je evaluirana
specificnost testa limfocitne transformacije. 15 od 102 po svoj prilici nealergi¢nih
pacijenata imalo je pozitivan rezultat testa, tako da je specificnost iznosila 85%. Ipak,
ovakva relativno niska specificnost mogla bi biti zbog €injenice da je svaki pozitivan
LTT na NSAIDs bio oznaten kao lazno pozitivan, jer je bio smatran
pseudoalergijskom reakcijom (iako neke reakcije, kao primjerice one na diklofenak,
mogu biti prave alergijske reakcije). Nedavne analize LTT-a kod senzibiliziranih na f-

laktame pokazale su specificnost 93% (Luque et al. 2001.).

Zaklju¢no, test limfocitne transformacije, s ukupnom osjetljivoséu oko 60-70%
jo$ je uvijek polemi¢an zbog mnogih nedostataka: zahtjeva sterilne kulture stanica,
mnogo vremena jer je opsezan, specifiCna proliferacija ovisi o kvaliteti medija
staniCne kulture, a stanice su radiokativho obiljezene. Ipak, nadopunjujuéi druge
testove, koristan je kao alat u dijagnostici alergija na lijekove (Pichler & Tilch 2004.).
Ako ga izvode iskusni tehni¢ari, moze dati vrijedne informacije u dijagnostici alergija;
pozitivan rezultat pomaze u otkrivanju inkriminiranog lijeka, no negativan rezultat ne

iskljuCuje preosjetljivost na lijek.

Da bi se evaluirao proliferativni in vitro odgovor, moZe se upotrijebiti protocna
citometrija. Uzorci stanica koji sadrZze za lijek specificne stanice prvo se boje

fluorescentnom bojom. Nakon svake diobe stanica, kao posljedice stimulacije,
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stanice postaju 2x manje fluorescentne, zbog podijele boje medu stanicama kéerima.
Tako se se broj staniCnih dioba moze odrediti u skladu sa smanjenjem intenziteta
fluorescencije. Prednost ove metode je Sto omogucuje identifikaciju stanicne
populacije koje se dijeli pri reaktivnosti na lijek. Osjetljivost i specificnost testa tek se

treba evaluirati.
6.3.4. Citotoksi¢nost

Tipicno svojstvo reakcije preosijetljivosti tipa IV jest sudjelovanje citotoksicnih
T-stanica. Cini se da su citotoksi¢ne T-stanice donekle uklju¢ene u sve oblike T-
stanicno posredovanih reakcija na lijekove, iako su one Klini¢ki prili¢no razlicite.
Citotoksicne T-stanice Cesto se nalaze na dermo-epidermalnoj granici ili u
epidermisu, sa znakovima osteCenja keratinocita, no mogu se pojaviti i u drugim
organima, poput bubrega (intersticijski nefritis) ili jetre (hepatitis). Vecina podataka
pokazuje da citotoksicne stanice ubijaju  ciline  stanice  uglavnhom
perforinom/granzimom B, koji su vazni medijatori stani¢no posredovane citotoksicne
reakcije (Stepp et al. 2000., Yawalkar et al. 2000.). Takoder je dokazano da razina
perforina u mononuklearima periferne krvi mjerena PCR-om korelira s tezinom
alergijske reakcije u akutnoj fazi (Posadas et al. 2002.). Zanimljivo je da je u in vitro
analizi specificnin T-stani¢nih klonova i T-stani¢nih linija pacijenata s razmjerno
blagim egzantemom takoder dokazano ubijanje stanica posredovano FasL-om
(Kuechler et al. 2004.). Budu¢i da citotoksi¢ne T-stanice najvjerojatnije dovode do
najtezih oblika reakcija preosjetljivosti, poput SJS/TEN-a i hepatitisa, njihova je
detekcija od velike vaznosti. Zanimljivo je da posljednji podaci pokazuju da se neke
visoko potentne citotoksiCne T-stanice nisu mogle detektirati proliferacijskim
testovima, nego se mogu identificirati kao specificne na lijek prema njihovom
citotoksi€énom potencijalu u citotoksicnom testu (Kuechler et al. 2004.). Nazalost,
takvi testovi su opsezni i zahtjevaju radioaktivno obiljezavanje ciljnih stanica.
Nepostojanje proliferaciie moze objasniti zasto je LTT <&esto negativan kod
preosijetljivosti posredovanih citotoksi¢nim stanicama, poput TEN-a. Do danas jo$
uvijek nije utvrden jednostavan in vitro test koji bi omogucio identifikaciju in vitro
aktiviranih T-stanica s citotoksi¢nim kapacitetom (Yawalkar et al. 2000., Kuechler et
al. 2004.).
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Zakljucno, nuzno je kombinirati anamnezu, klinicku sliku i laboratorijske
testove s koznim i in vitro testovima, jer se jedino tako moze pouzdano razluciti koji je

lijek doveo do alergijske reakcije.
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7. TEST DEGRANULACIJE BAZOFILA

Bazofili periferne krvi i tkivni mastociti efektorske su stanice u IgE
posredovanim neposrednim reakcijama, poput rinitisa, astme i anafilaksije. Takoder
mogu biti ukljueni u druge alergijske i pseudoalergijske reakcije, gdje su upleteni

drugadiji aktivacijski mehanizmi, primjerice aktivacija komplementa i sl.

Bazofili C¢ine svega 0.5% leukocita periferne krvi, Sto otezava njihovu
purifikaciju. Budu¢i da ove stanice imaju vaznu ulogu u neposrednim alergijskim
reakcijama, razvijeni su neki funkcionalni in vitro testovi koji detektiraju njihovu
aktivaciju. Jedan od prvih bio je test oslobadanja histamina, no nije zaZivio u klini¢koj
praksi buduc¢i da nema dovoljnu osjetljivost niti specificnost (Hamilton & Adkinson
2003.). To je razlog zbog kojeg je nekoliko skupina posljednjih godina iskoristilo
proto¢nu citometriju te razvilo nove alate kako bi monitorirali aktivaciju bazofila nakon
stimulacije specificnim antigenom, koriste¢i ekspresiju membranskih biljega
(Monneret et al. 1999.).

Proto¢na citometrija koristan je alat u analizi razli€itih tipova stanica te se
moze upotrijebiti za identifikaciju specifiCnih stani¢nih populacija, ¢ak i onih koje se
nalaze u niskim koli€inama. Njezina je korist dokazana u studiji aktivacije inducirane
alergenom (Ebo et al. 2006.). Prvi korak ovih ispitivanja jest identifikacija bazofila
specificnim fluorescentnim antitijelima (npr. anti-IgE, anti-CD123, anti-HLA-DR, anti-
CCR3), a drugi korak jest demonstracija odredenih membranskih fenotipova koji se

pojavljuju nakon ekspozicije alergenima.

Ipak, vecina studija u literaturi upuéuju na ekspresiju CD63 (Sanz et al. 2002.)
ili CD203c (Boumiza et al. 2005.) na bazofilima nakon degranulacije in vitro. Antitijela
na CD203c prepoznaju transmembranski protein tipa I, koji se umnoZava na povrsini

nakon degranulacije.

Tek se treba ustanoviti hoce li u buducnosti novi antigen degranulacije bazofila
CRTH2 te degranulacijski markeri CD13, CD164 i CD107a koji su vezani uz
degranulaciju modi biti primjenjeni u proto¢no asistiranoj dijagnostici i/ili ¢ak poboljsati
tehniku (Ebo et al. 2006.).

Bazofili su sposobni otpustiti sadrzaj granula nakon procesa degranulacije

ovisnog o antigenoj stimulaciji. Premoséivanje IgE receptora djelovanjem alergena
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dovodi do intracitoplazmatske fuzije granula te fuzije njihove membrane sa stani¢nom
membranom, dovodec¢i do egzocitoze granula (degranulacije). Molekule koje su
prisutne na membrani granula, poput CD63, nakon degranulacije se eksprimiraju na

membrani bazofila.

CD63 jest protein granula koji nije samo eksprimiran u bazofilnim granulama,
nego i na monocitima, makrofagima i trombocitima. Njegova ekspresija u korelaciji je
s degranulacijom i otpuStanjem histamina, Sto ga Cini idealnim billegom bazofilne
aktivacije (Bochner 2000.). Pri in vitro stimulaciji alergenom, stanice periferne krvi
inkubiraju se sa suspektnim alergenom 15-40 min. Nakon reakcije, stanice se
oznacavaju anti-CD63 i anti-Ige-FITC monoklonalnim protutijelima. Koriste se dvije
kontrole: negativnha kontrola u kojoj se stanice inkubiraju sa stimulacijskim puferom
koji se koristi u testu (katkad sadrZi i IL-3) koja odrazava bazalnu stimulaciju, te

pozitivha kontrola u kojoj se mogu koristiti anti-IgE ili anti-lgE-receptorsko protutijelo.

Uz pomo¢ krivulja optimalne osjetljivosti u odnosu na specificnost, odredivanje

pozitivnosti mora biti u€injeno za svaki alergen kako bi se rezultati mogli evaluirati.

Test degranulacije bazofila generalno se smatra korisnim za in vitro
alergolosku dijagnostiku te je i kliniCki potvrden za razne alergene: miSi¢ni relaksansi,
B-laktamski antibiotici, pirazolani i NSAIDs (Sanz et al. 2001., 2002., 2005.).

7.1. Tehnicki aspekti testa

Proto¢na citometrija moZe se provesti s punom krvi pacijenta ili pak izoliranim
leukocitima. lako je puna krv jednostavnija za manipuliranje, pokazuje neke
nedostatke koji bi mogli sniziti osjetljivost testa. Kod alergija na lijekove postoje
mnogi izvjeStaji da je osjetljivost niza ako se upotrijebi puna krv, a ne izolirani

leukociti.

U testu degranulacije bazofila Sto se tiCe negativne kontrole, vazno je dobiti $to
nizu mogucu vrijednost. Generalno, negativha kontrola niza je od 5% u 80%
slu€ajeva. Od Cimbenika koji utje€u na negativhu kontrolu spominju se prirodna in
vivo ekspozicija alergenu, koja na taj naCin moze podici bazalnu aktivnost (primjerice,
sezona cvjetanja kod pacijenata alergi¢nih na pelud) te neki pirogeni i endotoksini

koji mogu kontaminirati vodu koja se koristi u testu.
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Vecina studija kao pozitivnu kontrolu koristi monoklonalni ili poliklonalni anti-
IgE, no poznato je da odredeni postotak pacijenata ne reagira na anti-IgE, bilo na
oslobadanje histamina ili produkcije sulfodileukotriena (Crockard & Ennis 2001.).
Postotak nereaktora krece se izmedu 15 i 25%, ovisno o autoru. Za test aktivacije
bazofila postotak pacijenata bez odgovora kre¢e se oko 10% (Ebo et al. 2006.).
Osjetljivost pozitivne kontrole mozZe se povecati primjenom monoklonalnlog anti-IgE-

Fc-receptorskog protutijela.

Vrlo je vazno odrediti optimalnu koncentraciju za svaki alergen, koja ¢e dovesti
do maksimalne stani¢ne aktivacije, uz pomo¢ krivulja doza-u€inak. Ako je
koncentracija alergena koja uzrokuje stimulaciju uska i pokazuje velike individualne
varijacije, potrebno je koristiti nekoliko koncentracija u testu. Suprotno tome, ako se
stimulacija postize Sirokim rasponima koncentracija s malim individualnim razlikama,
moguce je koristiti jednu koncentraciju alergena. Za lijekove, preporuca se Koristiti

barem dvije uzastopne koncentracije oko one optimalne.

Inkubacija s IL-3 smatra se kljuénom za optimalnu produkciju sulfodileukotriena
(CAST), a takoder povecava i oslobadanje histamina, medutim nema konsenzusa o

takvoj potrebi poboljSanja osjetljivosti testa bazofilne degranulacije.

Kako se bi se rezultati testa valjano evaluirali, vazno je uzeti u obzir 2 stavke:
(1) apsolutni broj bazofila koji se analizirao, a savjetuje se da bude iznad 150, te (2)
postotak degranuliranin bazofila. U negativnoj kontroli postotak degranuliranih

bazofila obi¢no je ispod 5%.

U usporedbi s ostalim in vitro dijagnostickim tehnikama, test degranulacije
bazofila obi¢no pokazuje dobru korelaciju s oslobadanjem histamina i/ili utvrdivanjem
sulfodileukotriena (CAST) (Monneret et al. 1999., Sanz et al. 2001. & 2002.), ali Cini

se da ima vecu osjetljivost i specificnost nego drugi testovi.

7.2. Klini€ka primjena testa degranulacije bazofila u dijagnostici alergija na
lijekove

7.2.1. Test degranulacije bazofila kod alergije na miSi¢ne relaksanse

Monneret et al. (1999.) primjenili su proto¢nu citometriju (IgE, CD45, CD63) te
su uocCili da rezultati koreliraju s onima intradermalnog testa. U studiji koja je

uklju€ivala 39 pacijenata, nadena je osjetljivost 54% i specifi¢nost testa 100%.
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Ebo et al. (2006.) objavili su osjetljivost testa za rokuronij 91.7% i specific¢nost
100% u studiji koja je ukljuCila 14 pacijenata s anafilaksijom i pozitivnim koZnim

testovima na rokuronij.
7.2.2. Test degranulacije bazofila kod alergije na p-laktame

Sanz, Gamboa et De Weck (2002.) testirali su dijagnostiCku pouzdanost testa
aktivacije bazofila i CAST u seriji od 81 pacijenta s neposrednom reakcijom na f-
laktame i 30 zdravih kontrola. Rezultati se mogu podijeliti u 2 skupine, dakle rezultati
kod pacijenata s pozitivnim koZnim testovima i one s negativnim koznim testovima.
58 pacijenata imalo je pozitivne kozne testove, te je uz kontrolnu grupu od 30
pacijenata (dakle, negativni kozni testovi na p-laktame) ukupna osjetljivost testa
aktivacije bazofila iznosila 50.7%, a specificnost 93.3%. Rezultat testiranja na
amoksicilin pokazao je najveéu osjetjivost i specificnost, a takoder i pozitivhu i
negativnu prediktivhu vrijednost u odnosu na ostale testirane B-laktame. Pozitivha
prediktivna vrijednost za B-laktame iznosila je 6.4%, a negativha 97.7%. S druge
strane, 23 pacijenta imali su negativne rezultate koznih testiranja, a njih 39% imalo je
pozitivan test aktivacije bazofila, sa specificnos¢u 93.3%. CAST je u ovoj skupini bio

pozitivan kod 22.7% pacijenata, sa specificnos¢éu 83.3%.

U multicentriénoj studiji koja je obuhvacala 10 europskih skupina, bio je
ukljucen 181 pacijent alergiCan na B-laktame i 80 kontrola (De Weck et al. 2006.).
Osijetljivost testa aktivacije bazofila iznosila je 47.8%, no u kombinaciji s CAST-om
povecala se na 67%. Specificnost je iznosila 92%. Osjetljivost specificnih IgE bila je
svega 38%. Stoga ovi rezultati pokazuju da su test aktivacije bazofila i CAST,
pogotovo kad se kombiniraju, napouzdaniji in vitro testovi koji dokazuju in vitro

neposrednu alergijsku reakciju na p-laktame, iako jo$ osjetljivost nije optimalna.
7.2.3. Test degranulacije bazofila kod sindroma preosjetljivosti na NSAIDs

Taj sindrom karakteriziran je trijadom astme, rinitisa i nosne polipoze, te s druge
strane, urtikarijom i angioedemom. Danas se jo$ uvijek tvrdi da ne postoji in vitro
dijagnostiCki test za ovo stanje, iako neki izvjestaji sugeriraju da postoje pozitivni
rezultati CAST testa na NSAIDs (De Weck et al. 2006.).

Velika multicentricna studija 12 europskih skupina je ukljuCila 150 pacijenata s
preosjetljivoS¢u na NSAIDs i 163 kontrola (De Weck et al. 2006.). U ovoj studiji
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osjetljivost testa bazofilne aktivacije kod kombinacije acetil-salicilne kiseline,
diklofenaka i naproxena iznosila je 75%, sa specificnoS¢u oko 90%. Takoder, uoceno
je da nacin izolacije leukocita moZe utjecati na reakcije kontrola tolerantnih na acetil-
salicilnu kiselinu: normalni pojedinci takoder mogu pokazati o dozi ovisnu bazofilnu

aktivaciju na razlicite NSAIDs.

Zaklju¢no, test aktivacije bazofila predstavlja dijagnostiCki alat interesa u
studijama neposrednih reakcija preosjetljivosti na lijekove (Sanz et al. 2005., Ebo et
al. 2006.). Ova tehnika nudi mnoge prednosti: reproducira in vitro mehanizme
preosjetljivosti koji su uklju¢eni u neposredne reakcije, omogucava dijagnozu
alergijskih i pseudoalergijskih reakcija na lijekove, posebice one koje nisu Cesto
detektabilne seroloskim metodama (npr. secifiCni IgE), rezultati se dobivaju unutar
nekoliko sati, viSe razliCitih ljekova mogu se simultano testirati s malom koli¢inom

krvi, te ovaj test Cesto omogucuje izbjegavanje izvodenja ekspozicijskog testa.
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