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Buduci da s porastom Zivotnog standarda sve vise raste upotreba konzervansa i aditiva, kako u tehnoloskoj,
tako i u prehrambenoj industriji, te potrosnja lijekova, sve ¢esce se javlja potreba za alergoloskim testiranjima.
U radu su prikazani alergoloski testovi in viviain vitkoji se provode u Klinici za kozne i spolne bolesti

KBC Zagreb. Prikazane su metode rada, indikacije za alergoloska testiranja alergenima iz prehrane, inhalacijskim

alergenima kao i iz svakodnevnog Zivota

nja preosjetljivosti na pojedine alergene. Ponekad je potre-
bno primijeniti i kombinacije testova. U Poliklini¢kom
odjelu za imunologiju, alergologiju i profesionalne bolesti Klinike
za kozne i spolne bolesti KBC Zagreb izvode se brojni alergologki
testovi in vivo i in vitro u dijagnostici alergijski i imunologki uzro-
kovanih koznih bolesti. Od testova in vivo koriste se sljedeci:
1. Epikutano (patch) testiranje standardnom serijom alergena
(alergeni Imunoloskog zavoda u Zagrebu) — zatvoreni, otvoreni:
« epikutano testiranje s profesionalnim alergenima uz izradu
alergena iz donesenih uzoraka prema propisanim testnim kon-
centracijama i u adekvatnim otapalima, s frizerskim setom, sa
stomatoloskim setom alergena i pojedina¢nim alergenima iz
smjese mirisa (izradeni u Imunoloskom zavodu u Zagrebu)
2. Kombinirano skarifikacijski s epikutanim testom
3. Fototestiranje i photopatch test uz UV obasjavanje
4. Ubodni (prick) test na:
« inhalacijske alergene
« nutritivne alergene
« alergene otrova insekata (osa, pcela i strsljen)
« profesionalne alergene (prireduje Imunoloski zavod Zagreb na
zahtjev lije¢nika iz donesenog materijala s radnoga mjesta)
5. Skarifikacijski test (test zarezom) na konzervanse i aditive te
lijekove:
« intrakutano testiranje purificiranim tuberkulinskim antigenom
(PPD), ekstraktom trihofitina, kandidina i dr.
6. Testovi optere¢enjem na hladno¢u, led, toplinu, umor, pritisak
7. Konjunktivalni test
8. Mjerenje pH koze
9. Mjerenje evaporacije koze (TEWL)

U alergologiji se primjenjuju brojni testovi zbog utvrdiva-

Nakon alergoloske obrade izdaju se misljenja o profesionalnim
bolestima koze, ocjene radne sposobnosti, ekspertize i vjestacenja
o profesionalnim i drugim koznim bolestima.

Od in vitro testova provode se test-blasti¢ne transformacije lim-
focita (TBTL), indirektni test degranulacije bazofilnih granulocita
(ITDBG) te CAST-ELISA (cellular antigen stimulation test - enzyme
linked immunosorbent assay).

Alergoloski testovi in vivo

Epikutani ili (patch) test izvodi se metodom krpice uz primjenu
alergena standardne serije (Imunoloski zavod Zagreb) ili ciljanim
profesionalnim alergenima. Alergeni se primjenjuju na kozi leda u
interskapularnoj regiji ili na volarnoj strani podlaktice. Alergen se
u netoksi¢noj i propisanoj (prema europskim standardima odre-

denoj) koncentraciji aplicira na zdravu, prethodno o¢is¢enu kozu
(benzinom, eterom ili alkoholom). Na filtar-papir dimenzija 1/lcm
stavi se 0,02-0,03 g alergena u vazelinu ili drugoj podlozi - vehiklu
- uslucaju profesionalnih alergena. Krpica se prekrije celofanskom
oblogom 2x2 cm te sve prekrije leukoplastom 5x5 cm. Bududi da se
radi o IV. tipu reakcije po Coombsu i Gellu, reakcije preosjetljivosti
kasnog tipa, alergen dolazi u kontakt s kozom bolesnika te se reak-
cija ocitava nakon 24, 48 1 72 sata. Mogu se koristiti i gotove, komer-
cijalne testne vrpce razlic¢itih proizvodaca, npr. Beiersdorf,
FinnChambre te Lohmann. Ovaj test je zlatni standard u dijagno-
stici kontaktnog alergijskog dermatitisa (SLIKE1 1 2) te se izvodi i za
sve vrste dermatitisa kao kasnog odgovora.

U nas standardna serija sadrzi 26 alergena (SLIKE3 i 4). To su aler-
geni iz svakodnevnog Zivota i rada, kao npr. metali kroma, nikla,
kobalta, Zive te ursol, formaldehid, epoksidne smole, katrani drve-
nog ugljena, peruvijanski balzam, merkapto spojevi, tiuram spojevi,
smjesa parabena, timerosal, primin i drugo.

Za ciljano testiranje primjenjuju se alergeni prema profesiji.
Ukoliko je bolesnik na bolovanju dulje vrijeme, test nije potrebno
provoditi. Najce$¢i alergeni su terpentin ulje, nafta, katrani kame-
nog ugljena, gradevni materijali - cement, vapno, pijesak i Zeljezo
- te pesticidi. Alergeni se izraduju iz uzoraka s radnog mjesta za
koje se sumnja da su izvor alergije. Komercijalna proizvodnja aler-
gena u Hrvatskoj postoji za stomatolosku seriju, frizere i smjese
mirisa. U europskoj ponudi postoji serija alergena za razna zani-
manja. Kriteriji za ocitavanje epikutanog testa prikazani su u TABLICI
1, a pozitivan nalaz na sticrs.

-
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Slika 1. Kontaktni alergijski dermatitis od boje za kosu (paraphenylenediamine)
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Kombinirani skarifikacijski s epikutanim testom izvodi se na
kozi nadlaktica ili leda u interskapularnoj regiji. Na filtar-papir
dimenzija 1/1cm stavi se 0,02-0,03 g alergena u vazelinu ili drugoj
podlozi (profesionalni alergeni ili neki lijek) koji se aplicira na kozu
ogrebenu lancetom (skarificiranu). Reakcija se oc¢ita nakon 20-30 mi-
nuta. Potom se preko te krpice nanese celofanska obloga 2x2 cm (ili
vrpca komercijalne proizvodnje) koja se prekrije leukoplastom 5x5
cm. Reakcija se oc¢itava nakon 48 i 72 sata.

Test se izvodi u bolesnika koji imaju atopijski dermatitis, aler-
giju na lijek tipa razlic¢itih dermatitisa, psorijaze, kao i neke meta-
boli¢ke dermatoze s pruritusom.

Photopatch test primjenjuje se za testiranje fototoksi¢ne i fotoa-
lergijske reakcije. Testne vrpce s alergenima apliciraju se na leda u
dvije serije; nakon 24 sata se odstrane krpice s jedne serije alerge-
na i obasjaju UVA 10 J/cm? (5-10 J/cm?). Odmah se ocita reakcija,
pa nakon iduca 24 sata te 48 i 72 sata od aplikacije alergena. Druga
serija alergena se na neobasjanoj strani ocitava nakon 48 i 72 sata.

Test se izvodi u bolesnika koji su imali alergiju na otvorenim di-
jelovima tijela nakon izlaganja suncu, a bili su u kontaktu s nekom
biljkom, odnosno kemikalijom koja reagira na UV svjetlo.

Slika 4. Primjena alergena za epikutano testiranje

Metoda fototestiranja (fotoprovokacijskog testa) dokazuje aler-
gijski odgovor na odredeni lijek. Bolesnik mora popiti lijek. Nakon
obasjavanja UV zrakama izaziva se fototoksi¢na ili fotoalergijska
reakcija. Budu¢i da se osoba izlozi lijeku, ocitava se reakcijal, 316
sati od uzimanja lijeka. Zatim se testno mjesto obasjava UVA 10 J/cm?
(5-10 J/cm?), a olitavanje je nakon 24, 48 i 72 sata.

Testiranje je potrebno provesti nakon §to bolesnik popije lijek,
pa dobije reakciju i na UV svjetlo.

Ubodni (prick) test izvodi se alergenskim pripravcima koji su
dijalizirani ekstrakti otopljeni u otapalu, a koje je mjesavina 50%
otopine glicerola u fosfatnom puferu uz dodatak stabilizatora. Test
pocinje primjenom histamina kao pozitivne kontrole, a kao nega-
tivna kontrola primjenjuje se pufer. Alergenski pripravci (npr. aler-
gen grinje, peludi i drugo) primjenjuju se na o¢i$¢enoj kozi volarne
strane podlaktice u razmacima od najmanje 3-5 cm. Kroz kap aler-
genskog pripravka probode se koza standardiziranom lancetom
vrha duzine 1 mm pod 90°. Kod ispitivanja veceg broja alergena
testiranje se moze izvoditi i na kozi leda. Rana reakcija se ocitava
nakon 20-30 minuta. U slucaju pozitivne kontrole histaminom,
ona iznosi 17 minuta. Kao pozitivan rezultat koznog testa je karak-
teristi¢na urtika vec¢a od promjera 3x3 mm uz eritem, a puferska
otopina je negativna. Ukoliko se pojave urtike na pufer istog pro-
mjera kao i alergen, rezultat se interpretira kao negativan. Test se
izvodi za sve rane ili promptne reakcije kao urtikarija i angioedem,
te osjecaj gusenja, alergije na niz lijekova s istom klinickom slikom,
alergijskog rinitisa i konjunktivitisa, pruriga, strofulusa u djece, ato-
pijskog dermatitisa, alergijskog vaskulitisa. Takoder se izvodi za
pruriginozne reakcije tipa pruriga, odnosno strofulusa u djece.

Skarifikacijski (test zarezom) izvodi se na volarnoj strani podlak-
tice koja je prethodno ocis¢ena alkoholom ili benzinom. Lancetom

Tablica 1. Kriteriji za ocitavanje epikutanog testa

Tip kozne reakcije Ocitanje testa

Iritativna IR (crvenilo unutar 30 minuta)
Negativna 0 (nema reakcije na mjestu primjene alergena)
Pozitivna + (neznatni eritem i edem uz crvenilo)

+ + (eritem, edem, pojedinacne papule i po koja vezikula)

+ + + (jaca infiltracija, brojne papule i vezikule, vlazenje te
reakcija izvan mjesta testiranja)

+ + + + (brojne papule i vezikule, po koja bula, erodirana
povrsina i jako vlazenje)

Slika 5. Pozitivni alergeni — epikutani test
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se povrsinski zagrebe linearna brazda (ne smije krvariti) duzine 1-3
cm, na koju se nanese histamin (pozitivna kontrola) i puferska oto-
pina (negativna kontrola), a zatim pojedina¢no alergeni u testnim
koncentracijama.

Testom se dokazuje preosjetljivost na konzervanse, aditive, lije-
kove i svjeze nutritivne alergene. Reakcija se ocitava nakon 25-30
minuta. Pozitivnom alergijskom reakcijom smatra se urtika kod
koje je poprec¢ni dijametar ve¢i od 3 mm (+), ve¢i od 5mm (++),
veéi od 9 mm (+++), ve¢i od 14 mm (++++). Testiraju se svi bole-
snici kojima je potreban rani alergijski odgovor, tipa urtikarije,
narocito na konzervanse i aditive te lijekove.

Fizikalnim testovima najprije se ispituje dermografizam, koji
moze biti crven (ruber) ili bijeli (albus) pozitiviteta od + do +++.
Test opterecenja na hladno (hladna voda, led), toplo (topla voda),
umor (,,sklekovi®) i pritisak (utezima) izvodi se kod dokazivanja fizi-
kalne urtikarije. Pri testiranju opterecenja na hladno preko volarne
strane podlaktice polijeva se mjesto 10 minuta (moze 5 min u djece)
hladnom vodom ili ledom. Kao pozitivna reakcija procjenjuje se
tipi¢na urtika na mjestu izlozenom hladnoci.

Test opterecenja na toplinu izvodi se tako da se preko volarne
strane podlaktice polijeva koza 10 minuta toplom vodom (42°C).
Kao pozitivna reakcija ocitava se tipi¢na urtika na mjestu izloze-
nom toplini.

Kod testa opterecenja umorom bolesniku se izaziva pojacano
znojenje (sklekovi, tréanje). Pozitivna reakcija su sitne crvene urtike
diseminirane po oznojenoj kozi trupa i udova. Test opterecenja pri-
tiskom izvodi se tako da se bolesniku izazove linearna urtika nakon
pritiska od utega tezine 5-7 kg tijekom 10 minuta (vecoj djeci 3,5
kg/10 min). Na tome mjestu, u slu¢aju pozitivne reakcije, nastaje
linearna urtika i ocitava se nakon 20 minuta. Testovi se izvode u
slucaju osoba koje reagiraju na hladnocu, toplinu, pritisak i umor,
odnosno znoj.

Konjunktivalni test koristi se u dijagnostici medikamentne preo-
sjetljivosti. Alergen lijeka (10%-tno razrijeden u fizioloskoj otopini)
aplicira se na konjunktivu (o¢nu spojnicu) jednog oka. U drugo oko
ukapa se 1 kap fizioloske otopine kao negativna kontrola. Test se
ocitava nakon 10 minuta. Negativna reakcija je 0, pozitivna od +
do +++, ovisno o jacini reakcije akutnog konjunktivitisa. Na-
pomena: u slucaju jako pozitivne reakcije potrebno je odmah ispra-
ti oko (aqua redestilata). Test se izvodi u bolesnika koji koriste kapi
za o¢i i na njih reagiraju s alergijskim odgovorom te u sluc¢aju ana-
filaktickih stanja na lokalne anestetike.

Mjerenje kiselosti (pH) koZe provodi se pH uredajem 597 i ,,pH-
combined” elektrodom za aplikaciju. pH-metriranje koze provodi
se za utvrdivanje kisele ili luznate reakcije koze. Mjerenje pH koze
izvodi se na dva mjesta (zdravo i oboljelo). U prostoriji mora biti
konstantna temperatura. Bolesniku se ne ¢isti koza. Elektroda se
prisloni na povrsinu koze i nakon §to se uredaj stabilizira, ocita se
rezultat s displeja.

Metoda se provodi u bolesnika koji imaju dermatitis na kozi ili
suhu kroni¢nu kozu.

Mjerenje evaporacije i vlaznosti koze - TEWL (engl. trans epi-
dermal water loss) — neinvanzivna je pretraga kojom se utvrduje
ucinkovitost zastitne funkcije koze. Metoda ima $iroku primjenu
kako u medicini tako i u dermatovenerologiji te kozmetologiji.
Zdrava koza predstavlja svojevrsnu barijeru, tj. $titi tijelo od isusi-
vanja i razli¢itih mehanickih utjecaja (fizikalnih, kemijskih i bio-
loskih podrazaja). TEWL pokazatelj je koli¢ina vode koja se oslo-
bada kroz kozu, ali ne znojenjem. Koristi se posebice u dijagnostici
atopijskog dermatitisa i drugih koznih bolesti koje se pojavljuju lju-
$tenjem i suhocom.

Postupak mjerenja TEWL-a: uredaj se ukljucii ¢eka se 15 minuta,
nakon toga moze poceti postupak. Slijede kompjutorsko izvodenje
Tewametar ,,measure i start (prethodno se odabere podrucje na
kojem ¢e se mjeriti oslobadanje vode kroz koZu, a obi¢no se mjere
zdrava i oboljela koZa radi usporedbe). Trajanje jednog mjerenja
je 20 minuta.

Alergoloski testovi in vitro

TBTL (Test blasti¢ne transformacije limfocita) dokazuje kasnu pre-
osjetljivosti na medikamente te kontaktne alergene. Izvodi se umje-
sto ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) ili radioizotopne
metode (RAST). Mjeri se broj specifi¢no transformiranih limfocita
(limfoblasta) tako da se u razmazima izbroje mlade stanice (mor-
folosko vrednovanje). Pri primjeni TBTL-a opticke metode test je
pozitivan ako se u razmazima iz krvi bolesnika pronade 3% blast-
nih stanica viSe od onih iz kontrole.

ITDBG (indirektni test degranulacije bazofilnih granulocita,
Shelleyev test) dokaz je rane preosjetljivosti, a izvodi se na bazofi-
lima kunica, uz dodatak seruma bolesnika i odgovarajuce kon-
centracije inkriminiranog lijeka kao antigena. Test je pozitivan ako
je postotak degranuliranih bazofila ve¢i od 24% u ispitivanom
serumu u odnosu na kontrolu bez antigena.

Testovi in vitro (TBTL i ITDBG) prema pozitivnim rezultatima
godisnje (24-28%) sukladni su u bolesnika s pozitivnim anamnes-
tickim podacima o lijekovima.

CAST-ELISA (cellular antigen stimulation test — enzyme linked
immunosorbent assay) metoda u KBC-u Zagreb primjenjuje se za
otkrivanje alergijske reakcije ranog tipa i preko sulfidnih leukotri-
jena (sLT) (LTC4, LTD4, LTE4). Koriste se procis¢eni alergeni i
definirani puferski sustavi.

Zakljucak

Kako bi se u bolesnika potvrdile alergijske reakcije ranog ili kasnog
tipa, potrebno je provoditi alergolosko testiranje in vivo i in vitro.
U slucaju alergijskog testa na odredeni lijek potrebno je provesti
barem Cetiri testa. U slu¢aju pozitivnog nalaza bolesnika se hospi-
talizira te se provodi ekspozicijski test na lijek, koji za sada daje naj-
to¢niji odgovor o uzro¢niku alergijske reakcije. U provedbi alergo-
loskog testiranja nuzna je suradnja bolesnika i lije¢nika te adekvatna
anamneza prema kojoj se izabire odgovarajuci alergoloski test.
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