Diagnostyka*

Od ekstraktow do alergenéw molekularnych- oferta
alergologiczna

Wstep

W pigciu kolejnych tekstach poswieconych Badaniom Laboratoryjnym w Alergologii
zwracamy uwage hakilka istotnych aspektéw laboratoryjnej diagnostyki
alergologicznej in vitro, ktadgc duzy nacisk na diagnostyke molekularna. Diagnostyka
molekularna, wptywajgca na zmiang pozycji diagnostyki laboratoryjnej w algorytmach
diagnostycznych alergii i wzrost jej znaczeniadla profilaktyki, prognozowaniai strategii
leczenia, stanowi w portfolio sieci DIAGNOSTYKA pozycje coraz powazniejszg, czynigc
Z niej lidera na polskim rynku. Jako motto dziatari tym polu postuzyt nam tytut rozdziatu
zpodrecznika Molecular Allergology. User's guide (EAACIL 2016), brzmigcy:
ALERGOLOGIA ODEKSTRAKTOW DO CZASTECZEK: MARIAZ TRADYCJ
I INNOWACYJNOSCI (Allergology from extracts to molecules: integrating tradition
with innovation).

Nasza oferta opiera sie¢ na pomiarze we krwi pacjenta stezenia alergenowo-swoistej IgE
(slgE). Jej obecno$é wskazuje nauczulajgcy alergen, awspdétistnienie z objawami
klinicznymi po ekspozycji naalergen, stanowi przestanke dla rozpoznania alergii
z prawdopodobienstwem proporcjonalnym do stezenie sIlgE. Zgodnie z klasycznym
kanonem diagnostycznym, uznanie alergii zapotwierdzong wymaga dodatniego
wyniku testu ekspozycyjnego na alergen wytypowany przez identyfikacje sIgE (in vitro
lub in vivo). Mozliwos$¢ identyfikacji sIgE in vitro dla molekularnych (czgsteczkowych)
komponentow alergenowych o scisle zdefiniowanych wtasciwosciach
biochemicznych ifizycznych oraz zdefiniowanym fenotypie reakcji alergicznej
powoduije, ze wykonywanie testu ekspozycyjnego (prowokaciji) coraz czesciej okazuje
sie zbedne.

Alergia — dane epidemiczne

Szacunki globalnej prewalenciji choréb alergicznych sg zréznicowane ze wzgledu
naniejednorodnos¢  kryteriow metaanaliz  ikoncentracje  wiekszosci  analiz
na dorostych, podczas gdy prewalencja chordb alergicznych udzieci jest naogét
wyzsza. Blizszy rzeczywistosci obraz uzyskiwa¢ mozna jedynie przez zestawianie
danych zrdéznych opracowan wykonanych w analogicznym okresie iregionie.
Najogdlniej, udorostych, globalna prewalencja chordb alergicznych, przy
uwzglednieniu: astmy, alergicznego niezytu nosa, atopowego zapalenia skory ialergii
pokarmowej waha od1% do 20%. Czestos¢ alergii pokarmowej zgtaszanej przez
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dorostych waha sie pomiedzy 2% inawet 37%. Czestos¢ alergicznego niezytu nosa
w skali globalnej wzrasta, dotykajgc 10-30% dorostych i40% dzieci (Allergic rhinitis.
Medscape, February, 2020). Wedtug ISAAC (ang. The International Study of Asthma
and Allergies in Childhood) prewalencja globalna zgtaszanej w wywiadzie alergii
na pytki rodlin u dzieci 13-14 letnich osiggneta 22,1%. Zrédta postugujgce sie liczbami
bezwzglednymi podajg, ze 300 milionéw ludzi na catym Swiecie cierpi na astme, 200
do 250 milionéw na alergie pokarmowe, a 400 miliondw na niezyt nosa.

W Europie alergia jest uwazana zanajczestszg chorobe przewlektg, ktdéra dotyczy
ponad 150 miliondw osdb. Wedtug obecnych prognoz do 2025r. choroba dotknie
potowy europejskiej populacji (ponad 350 miliondw). W zaleznosci od regionu i ptci
objawy alergii deklaruje do 40% Europejczykdéw (ang. self-reportedallergy)i coistotne,
upodobnego odsetka uzyskano dodatnie wyniki testéw diagnostycznych
napowszechnie wystepujgce alergeny, co stanowi przestanke o alergii
prawdopodobnej (ang. probable allergy) w przypadku obecnosci sIgE lub o alergii
potwierdzonej (ang.confirmed allergy)w przypadku obecnosci slgE idodatniej
prowokaciji.

Wedtug EAACI z 2016 r. nawet 20% chorych na alergie zmaga sie codziennie z obawg
przed prawdopodobnym atakiem astmy, wstrzgsem anafilaktycznym, anawet
mozliwoscig $mierci w wyniku reakcji alergicznej. Metaanaliza publikacji (lata 2000-
2012) poswieconych alergii pokarmowej, FA (ang. food allergy) w populacji Europejskiej
wykazata, ze zgtaszana w wywiadzie prewalencja zyciowa przekraczata wg niektorych
zrodet 40 % (5,7% do 41,8%), aprewalencja punktowa wsrdd dzieci 6-10 letnich
przekraczata niekiedy 24% (1,6% do24,4%). Prewalencja punktowa uczulenia
na zywno$¢, FS (ang. food sensitisation), z wykazang obecnoscig specyficznych IgE,
dochodzita wtej grupie dob52% (41% dob520). Opublikowane w2020r.
osmioosrodkowe badanie prewalencji alergii pokarmowej wsrdod dzieci 7-10 Lletnich
w Europie (Polske reprezentowat osrodek toédzki), wykazato, ze prewalencja
zgtaszanej alergii pokarmowej wahata sig, w zaleznosci od osrodka, od 6,5% do 24,6%
(w todzil); prewalencja uczulenia na zywnosé, FS, wahata sie od 11,0% (w Reykjaviku)
do 28,7% (w Zurychu), aprewalencja prawdopodobnej alergii, FA (objawy iFS
z pominigciem prowokacii) od 1,9% do 5,6% (w t.odzi).

Pojecia natemat czestosci alergii wPolsce dostarczajg wyniki programu ECAP
(Epidemiologia Chordb Alergicznych w Polsce), opartego gtéwnie na deklaracjach
uczestnikdw, apopartych badaniami lekarskimi w 25% przypadkéw. Objawy alergii
deklaruje miejscami do 40% uczestnikdw, a procent jest wiekszy w miastach; odsetek
ten pokrywa sie z odsetkiem osdb uczulonych, okreslonym testami w kierunku IgE
swoistej dla najsilniej uczulajgcych alergendw. Niezyt nosa wystepowat u okoto 22—
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25% oso6b, astma u 9—11%, pokrzywka u 5—8%, atopowe zapalenie skory u 4—9%,
a alergia pokarmowa u 5—13%.

Na pogorszenie globalnej sytuaciji w dziedzinie chordb alergicznych majg wptyw zmiany
klimatyczne (World Allergy Week, 2016), aszacunki oparte naraportach instytucii
medycznych, historii choroby, wynikach pomiaréw swoistych IgE (slgE) dostarczajg
przekonujgcych przestanek, ze czestose alergii pokarmowej rosnie zaréwno w krajach
zachodnich, jak i krajach rozwijajgcych sie.

. < 15%
. < 15-20%
. < 20-30%
- > 30%

Prewalencja chordb alergicznych w Europie (Wg EFA Book on Respiratory Allergies Raise Awareness,
Relieve the Burden, Ed by Erkka Valovirta, 2012).
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Oferta alergologiczna DIAGNOSTYKA

Na oferte DIAGNOSTYKI w dziedzinie pomiaréw slgE sktadajg sie testy przydatne
we wszystkich strategiach laboratoryjnej diagnostyki chordb alergicznych, z coraz
wiekszym naciskiem nadiagnostyke molekularng, ktdra, jak wspominano wtym
opracowaniu wielokrotnie, odkrywa przed alergologig mozliwosci niewyobrazalne
chocby 20 lat temu, detronizujgc dominujgce do niedawna ambulatoryjne testy skorne.

Rownolegle ztestami wykorzystujgcymi alergeny molekularne, proponujemy testy
oparte na klasycznych alergenach diagnostycznych, bedgcych typowymi ekstraktami
Zzrodta  alergenu. Diagnostyka molekularna alergii niesie nowe mozliwosci
interpretacyjne. tgczne stosowanie testow molekularnych idiagnostycznych testéw
poprzedniej generacji te mozliwosci jeszcze pogtebia. Oba rodzaje preparatéw
alergenowych wykorzystywane sg do identyfikacji w prébce krwi IgE swoistych dla
pojedynczego alergenu (testy typu singleplex, monoplex) lub dojednoczesnej
identyfikacji slgE dla zestawdw (paneli) alergendéw (testy typu multiplex). Testy
posiadajg format mikroptytek, blotu (uproszczona forma Western blotu),
mikromacierzy lub nanomacierzy i wykorzystujg zasade testéw immunochemicznych
fazy statej. Identyfikowana IgE wytapywana jest z probki przez alergeny zwigzane
z podtozem (alergeny wytapujgce) - nosnikiem, ktérym moze byc¢ pasek bibuty, kulka
lub mikrokulka (ang. microbead) z tworzywa sztucznego ordznej Srednicy, Scianka
studzienek mikroptytki etc. W przypadku unikalnego rozwigzania zastosowanego
w immunochemicznym analizatorze Immulite 2000 (system 3gAllergy™), alergeny
diagnostyczne dodawane sg do probki w postaci ciektej iwigzg slgE w roztworze,
apowstaty kompleks wytapywany jest przeciwciata anty-IgE zwigzane zfazg stata.
Kinetyka wigzania jest w tej sytuacji zblizona do warunkéw naturalnych zapewniajgc
parametry analityczne testu trudne do osiggniecia innymi metodami. Liczba alergendw
w panelach waha sie od kilku do ok. 300, cho¢ najczesciej wynosi 10 lub 20. Panele
komponowane sg zgodnie z podziatem nawziewne (oddechowe) lub pokarmowe;
na podstawie doboru ,tematycznego” (np. pytki roslin); podkgtem wieku pacjenta
(np. panel pediatryczny) lub podkgtem prewalencji uczulania (mieszany panel
atopowy).

Duza liczba elementdw w zestawach alergendw molekularnych wynika z koniecznosci
uwzgledniania kilku sktadnikow molekularnych danego Zrédta alergenu (przyktadowo
po 6 dla orzecha arachidowego ipytku tymotki w tescie 300 sktadnikowym panelu
Alex). Uwzglednianie mozliwie duzej liczby alergendéw molekularnych z danego Zrédta
pozwala nauzyskanie wiekszej ilosci informacji o znaczeniu diagnostycznym,
klinicznym, prognostycznym etc.
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Duza liczba elementdw w panelach jest istotna dla diagnostyki przesiewowe;,
szczegolnie w przypadku trudnosci z uzyskaniem wyczerpujgcego wywiadu czy
braku szczegdtowej historii choroby. Pomiary sIgE dla alergendw pojedynczych sg
wykonywane najczesciej dla potwierdzania diagnozy postawionej w wyniku wywiadu
i ustalonych objawdw klinicznych.

Algorytm diagnostyczny w oparciu o testy oferty Diagnostyki

Algorytm rozpoznawania iréznicowania choréb o podtozu alergicznym pozostaje
catkowicie w zakresie uznania idecyzji lekarza. Przedstawiona narysunku ponizej
sekwencja postepowania diagnostycznego opartego na pomiarach slgE in vitro, zgodna
zklasycznym algorytmem Top down,ma jedynie przedstawi¢ w dziataniu
réznorodnos¢ oferty DIAGNOSTYKI. Portfolio testéw identyfikujgcych ilosciowo sIgE
in vitro pozwala na wybdr panelu alergendw o sktadzie najbardziej zblizonym do profilu
prawdopodobnych przyczyn alergii u pacjenta, wytypowanego na podstawie historii
choroby, objawdw klinicznych, ich nasilenia, sezonowosci etc. | tak w pierwszym etapie
hipotetycznego algorytmu pomocg immunoblotu o granicy wykrywalnosci 0,35 kU/L
wykazano obecnosci slgE dla alergendw jabtka (F49) i pytku brzozy (T3). Nastepnie
powtdrzono pojedyncze pomiary dla F49, T3, dodatkowo rozszerzajgc diagnostyke
o ekstrakty pytku innych drzew pylgcych w podobnym okresie, stosujgc system
3gAllergy™, Siemens otrzy razy nizszej granicy wykrywalnosci: 0,1 kU/L
Po potwierdzeniu obecnosci slgE wytgcznie dla F49i T3, w oparciu o alergeny wybrane
alergeny molekularne, rozpoznano u badanego zespdt alergiijamy ustnej (OAS): zespot
brzoza-jabtko powodowany przez homologi: Bet v 1brzozy i Mel d 1jabtka.

Algorytm stosowania badan alergenowo-specyficznej IgE obecnej w ofercie Diagnostyki

Testy potwierdzeniowe Testy weryfikacyjne
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Przyktadowy wariant procedury diagnostycznej ilustrujgcy sposdb wykorzystania testéw réznych
generacji obecnych w portfolio DIAGNOSTYKI, zgodny zklasycznym algorytmem diagnostycznym
Bottom up
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