UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA BIOLOGICKYCH A LEKARSKYCH VED

DIPLOMOVA PRACE

BAZOTESTY A LYMFOCYTARNI TRANSFORMACNI TESTY S
VAZBOU NA LEKOVE INTOLERANCE

BAZOTESTS AND LYMPHOCYTE TRANSFORMATION TESTS
LINKED TO DRUG INTOLERANCE

Bc. TEREZA HONSARKOVA
Vedouci diplomové prace: prim. MUDr. IRENA KRCMOVA, CSc.

HRADEC KRALOVE, 2018



Podékovani

Timto bych rada podékovala vedouci diplomové prace pani prim. MUDr. Irené
Krémove, CSc. za odborné vedeni, cenné rady, pomoc pfi vypracovani prace a mily
ptistup. Také d&kuji zaméstnancim laborato#i Ustavu klinické imunologie a alergologie
Fakultni nemocnice Hradec Kralové, zejména pani Mgr. Karolin€ Jankovi¢ové Ph.D.,
ktefi se mi pln¢ vénovali béhem odborné staze na tamnim pracovisti. Dale dékuji panu
RNDr. Ondieji Souckovi za konzultace a odborné rady. Panu MUDr. Jakubovi
Novosadovi, Ph.D. d€kuji za vypracovani statistické analyzy a pani MUDr. Adriané
Srotové dékuji za poskytnuti zdravotnické dokumentace jejich pacientii. Pod&kovani

patii také mé rodiné za podporu.



,Prohlasuji, Ze tato prace je mym plivodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi
zdroje, z nichZ jsem pfii zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a

v praci jsou fadné citovany. Prace nebyla pouzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.*

V Hradci Kralove s

Tereza Honsarkova



Obsah

1. OBSAH
2. ABSTRAKT ettt ettt b e b et e e e b e e bt e bt e sateebe e bt e bt e beeabe e et e e e e eteen
3. ABSTRACT ettt ettt ettt e b e b e s h e st et e bt e b e e Rt e a et et e e bt e e he e sae e eane e bt e bt e beeabeeeneeeareeteen
B, UVOD ..ttt
5. ZADANT = CIL PRACE ...ouceoeieiieieie ettt
6. TEORETICKA CAST ...eiuiiiiiiircieeieiei ettt 10
6.1 LEKOVE INTOIEIANCE ....eiiiiiieiiieiee ettt ettt sbe e e s e s bt e et e e sbeeesaree s 10
6.1.1 B R oA A (=T | TR 11
6.1.2 RIZIKOVE faKEOIY ..eeiieeiiie ettt e e e s 14
6.1.2.1  RizikoVE faktory [EKU .......ccoccuiiiiceieee ettt e 14
6.1.2.2  Rizikové faktory hostitele.......cccoeciiiiiiciiie e 15
6.1.3 D4 o 1y ] PR 16
6.1.3.1 Test aktivace bazofilll (BAT) ..cuieccuieeiee ettt 18
6.1.3.2 Lymfocytarni transformacni test (LTT) ....ccecciieeieiiiiie et 20
6.1.3.3 Precipitace v gelu - dvojita radidlni imunodifUze........ccccceeecvveeiiciieeicciieeeee 22
6.1.3.4 Stanoveni specifickych IgE protilatek.......cccovvvvvciiiiiiciiieieceee e 24
6.1.3.5 Stanoveni hladiny tryptazy......cccocuviiiiciiie e 24
Lo I T ST (o ¥4 o1 =T A USSR 24
6.1.3.7  Provokadnitest [EKEM .......coui i 26
6.1.4 B-laktamova antibiotika .........coccuviiiiiiiie e 27
6.1.4.1  PNICHINY coiiiiiieeee et e et e e e et e e e e et e e e e ebt e e e e enraeaeeanes 28
L I B A =Y =1 [0 1Y To 1 [ 1V USRI 30
7. EXPERIMENTALNI CAST ..ottt 33
7.1 Lymfocytarni transformacni tESt.....c.uueiicciiei ettt 33
7.2 BaAZOTEST ... e e e e e 36
7.3 Zakladni popisnA STatiStiKa .......eeeeeiieeeeeiiee ettt 40
7.3.1 POhIaVvi PACIENT ....ccveieieeciee et e 40
7.3.2 VK ettt ettt e b e s ee s 41



733 Jind 0NemMOoCN@Ni PACIENTU ...cccuveiiieciiiee e e e 41

7.3.4 PUVOACE IEKOVE QlEIEIE ...oceeeeeeeieeeee et 42
7.3.5 Projevy IEKOVE Alergie ........ueiiicueiei ettt e 43
7.3.6 Celkoveé IGE @ SPeCIficke IGE ......cccvvvei i 44
7.3.7 BaZOt Sy o 44
7.3.8 I T 0P PUPPPPPPP 45
7.3.9 (o721 =T 1Y PP PP 45
7.3.10 Korelace mezi ¢asnymi pfiznaky a pozitivitou BAT .......cccccvevvvciieeiniieen e, 45
7.3.11 Korelace mezi ¢asnymi pfiznaky a pozitivitou koznich testl .........ccccccuveenneee. 45
7.3.12 Korelace mezi ¢asnymi pfiznaky, BAT a koZnimi testy ......ccccceeeeveeeecveeeeeennnen. 46
7.3.13 Korelace mezi pozdnimi pfiznaky a LTT .....oeeeeiiiieiiciieee e e 46
7.4 Statistické analyzy nékterych vybranych proménnych veli€in........ccccoeeeeieeieeennnen. 47
7.4.1 MELOAIKA ..vveeeeiiee e e 47
7.4.2 Kozni testy PNC - PPL * Projevy Casneé .......ccccueeeeeeiiieeeiieeecieeecreesieeesnee e 47
7.4.3 KoZni testy PNC - MD * Projevy Casneé ........ccccceeeeecieeeeeiieeeeesieeeeeeveee e eveeas 49
7.4.4 IgE * Anamnéza alergické reakce na PNC, AMP ¢i obé antibiotika................. 51
7.4.5 CelkoVe IGE * Projevy Casn@ ........c.ueeeeecuiieeeeieee et eecttee e ecttee e e ecvte e e e sarae e eanes 53
7.4.6 Astma bronchiale * Projevy Casné ........cccceeceeeceeecieeciee et sve e 56
LS T T Y 1 SRR 58
9. ZAVER oottt 61
POUZITA LETERATURA ...ttt ittt sse st se sttt se s st s snsees 62
POUZITE ZKRATKY ...vutveieieetsesetesssessssesessssesessssessssssessssesessssessssssessssesessssesassssessssessssssessssesessssesessssesssnses 66
SEZNAM OBRAZKU ...ttt sttt nas s ssas s s sasasasssnsstassasssnsssssenaneesanes 68
SEZNAM GRAFU ..ottt sttt sttt et st es 69
R N 1Y 1Y = 1O 18 PPt 70
SEZNAM PRILOH.....oteiriaireiseieiete ettt sttt 71
PRILOHY -ttt s et s s e s s s et nsees 72



2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a I¢katskych véd

Kandidat: Bc. Tereza Honsarkova

Skolitel: prim. MUDr. Irena Krémova, CSc.

Nazev diplomové prace: Bazotesty a lymfocytarni transformacni testy s vazbou na

1ékové intolerance

Bazotesty a lymfocytarni transformacni testy jsou vySetfeni, kterd napomahaji
komplexni diagnostice pacienta se suspekci 1ékové alergie. Spravnd diagnostika
je dilezitd pro volbu vhodného opatieni, ma vSak sva uskali. Lékova alergie
je nejcastéji spojovana s B-laktamy, pfedevsim s peniciliny.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo vypracovani aktualni statistiky na zakladé
dokumentace vybraného souboru pacientti. Jednalo se o nemocné, ktefi byli kompletné
klinicky a laboratorn¢ vysetieni. Hlavni podminkou vybéru bylo provedeni koznich
testll pro suspekci na l1ékovou alergii indikovanou antibiotiky penicilinové fady za rok
2017 na ambulanci Ustavu klinické imunologie a alergologie Fakultni nemocnice
Hradec Kréalové. Byla zpracovana jejich data tykajici se anamnézy, laboratornich
vySetieni se zaméfenim na bazotesty a lymfocytarni transformacni testy a také vysledky
koznich testt.

Zpracovani dat 25 pacientli poukdzalo na pfinosné nalezy. Zajimavym zji§ténim
byl fakt, Ze v anamnéze pacienti pievlada vyskyt pozdnich projevi (63 %).
Pt statistickém vyhodnoceni pacienti s pozitivnim prick testem na hlavni determinantu
penicilinii, méli vSak vanamnéze spiSe Casné projevy alergie, tato vazba nebyla
pfitomna u pacientil s pozitivnim prick testem na vedlejsi penicilinovou determinantu.
Vyhodnoceni vazeb hlavni a vedlej$i determinanty s ¢asnou ¢i pozdni reakei
by potiebovalo vétSi rozsah souboru. Vzestupné kozni testy s determinantami jsou

bohuzel velmi pracné.

Klicova slova: test aktivace bazofilii, lymfocytadrni transformacni test, Iékova alergie,

peniciliny



3. ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Science

Candidate: Bc. Tereza Honséarkova

Supervisor: prim. MUDr. Inrena Krémova, CSc.

Title of diploma thesis: Bazotests and lymphocyte transformation tests linked to drug

intolerance

Basophil activation tests and lymphocyte transformation tests are methods that
allow drug allergy diagnosis. The right diagnosis is crucial for treatment. Drug allergy is
often associated with [-lactam antibiotics hypersensitivity and especially with
penicillins.

The aim of this diploma thesis is to provide actual statistics based on selected
patient medical reports. Those patients were completely clinically and laboratory
examined. The main condition for data selection was the execution of skin tests for
suspicion of drug allergy caused by penicillin-like antibiotics at the Institute of Clinical
Immunology and Allergology of the Faculty Hospital Hradec Kralové in 2017. Patients”
anamnesis, skin tests and laboratory examination focused on basophil activation tests
and lymphocyte transformation was composed.

Statistics of 25 patients shows beneficial informations. Delayed manifestations are
the most prevalent (63 %) in patients which is interesting. However the patients with
positive skin test on major determinant had acute drug allergy manifestation more often.
The patients with positive skin test on minor determinants did not have acute drug
allergy manifestation. More information about acute and delayed manifestations related
to major and minor determinants would provide larger group of patients. Ascending

skin tests with determinants are unfortunately very complicated.

Key words: basophil activation test, lymphocyte transformation test, drug allergy,

penicillins



4. UVOD

Zvysujici se spotfeba 1€kl a zavadéni novych 1é¢iv jsou doprovazeny castejSimi
alergickymi reakcemi a novymi nezddoucimi uUc¢inky. Reakce mohou byt zavazné,
a dokonce 1 zivot ohrozujici, coz vyzaduje substituci nebo preruseni 1écby. Priblizné
u 5 % pacientli jsou vyvolany nezadouci G€inky béhem lécby léky a az 10 % uvadi
prabeh reakce v nemocnici.” Tyto tdaje predstavuji zavazny problém vetejného zdravi.

Rizikové faktory mohou souviset s konkrétnim pacientem ¢i lékem. Pti feSeni
reakci je nutno znat vlastnosti podezielého 1€ku a v¢as rozpoznat ukazatele zdvazné
1€kové reakce. Pateii vysetfovaciho postupu pro uspésnou diagnozu 1ékové alergie jsou
podrobna pacientova anamnéza, in vitro testy, provokacni testy a kozni testy. Soucasti
in vitro testll jsou, mimo jiné, bazotesty, které diagnostikuji casné alergické reakce
a lymfocytarni transformacni testy pro prukaz pozdnich reakei.

Diplomovéa prace se zabyva problematikou Iékovych alergii vcéetné jejich
komplexni diagnézy se zaméfenim na bazotesty a lymfocytarni transformacni testy.
Pozornost je také vénovéna penicilinim a cefalosporiniim, u kterych jsou 1€kové alergie
zaznamenavany nejcastéji. Prace poskytuje statistiku vypracovanou na zaklade
ziskanych dat pacientd Ustavu klinické imunologie a alergologie Fakultni nemocnice

Hradec Kralové.



5. ZADANI - CiL PRACE

Hlavnim cilem diplomové prace je vypracovani aktualni statistiky na zaklad¢
dokumentace vybran¢ho souboru pacientl, kteti byli kompletné klinicky a laboratorné
vySetieni z hlediska 1ékové alergie na P-laktamova antibiotika. Zpracovani jejich dat
tykajicich se anamnézy, laboratornich vySetfeni se zaméfenim na bazotesty
a lymfocytarni transformacni testy a také data koznich testli. Pfesna diagnostika této

zéavazné¢ alergie je dilezita pro volbu vhodnych antibiotik pro pacienta nasledné.



6. TEORETICKA CAST

6.1 Lékové intolerance

Zakladnim nastrojem moderni mediciny je farmakoterapie, jez poskytuje
zadouci 1écebny ucinek, ale bohuzel je ptitomno zatizeni rizikem nezddoucich ucinka
1ékti. Mezi né jsou fazeny i lékové alergie. Podle WHO je za nezadouci ucinek 1éciva
povazovana kazda reakce, kterd neni jeho terapeutickym ucinkem, a nejedna
se o umyslnou nebo ndhodnou otravu, selhani 1écby nebo abtizus 1€kii. Dle WHO
jsou tfidény do 6 skupin, které jsou oznacovany A—F.

80 % z nich predstavuji ucinky typu A, jsou zavislé na davce a pfedvidatelné
s vazbou na farmakologické charakteristiky 1€kt véetné vzijemnych interakci 1écCiv.
Mezi typ B, 15 % nezadoucich ucinkt 1€k, jsou fazeny reakce nezavislé na davce,
nepiedvidatelné. Predstavuji je zejména 1ékové hypersenzitivni reakce, coz jsou
nezadouci Uc€inky 1éCiv, které svym klinickym obrazem napodobuji alergické reakce.
Uzs8i pojem lékové alergie jsou 1ékové hypersenzitivni reakce, u kterych byl prokazan
konkrétni imunologicky mechanismus. Dalsi typy nezadoucich ucinkl jsou: typ C
chronické ucinky zavislé na davce a délce 1écby; typ D projevujici se s odstupem
od 1écby, ucinky jsou zavislé na délce ¢i dobé 1écby; typ E projevi se po preruseni
lécby; typ F 1ékové interakce.

Mnohé svétové organizace maji pracovni skupiny zabyvajici se problematikou
1ékové alergie, ptikladem nejvyznamnéjSich organizaci jsou: AAAAI, EAACI, ACAAL
V roce 2013 byla v CSAKI zaloZena pracovni skupina pro lékové alergie.

Hypersenzitivni reakce se vyskytuji u Siroké Skaly 1ékt. Prikladem nejcastéji
uvadénych jsou P-laktamova antibiotika (pfedevSim peniciliny), enzymy, barbituraty,
hormony, ockovaci latky vyvinuté na zdkladé ptacich zarodkl, benzodiazepiny,
diagnostické a 1é¢ebné alergeny, opiaty, zelatina, sulfonamidy, inzulin, radiokontrastni
latky, kyselina acetylsalicylovd, nesteroidni antirevmatika, krevni derivaty aj.
Podkladem je genetickd predispozice ve formé¢ polymorfizmu genii se schopnosti

organismu reagovat ve zvySené mife na hapteny. 23458
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6.1.1 Typy reakci

Je znamo nékolik teorii, které vysvétluji vznik 1ékové hypersenzitivity.
Dle hypotézy haptenové je piedpokladano, ze 1€k se chova jako hapten. Molekuly 1éku
jsou pomoci pevnych kovalentnich vazeb ireverzibilné¢ vazany na aminokyseliny
bilkovin. Proti haptenizovanym bilkovindm se u jedince vyskytuji specifické protilatky
¢i senzibilizované lymfocyty. Haptenizovat bilkoviny mohou také prohapteny nebo
fotohapteny. Jedna se o latky, z nichZ se hapten stava az po jejich enzymatické preméné
(detoxikace, metabolismus) nebo po pusobeni svétla. Alternativni hypotéza, koncept
farmakologické interakce s imunitnim receptorem (p-i), predpoklada, ze 1ék je
chemicky neaktivni, nehaptenizujici. Vaze se piimo na receptory a aktivuje T lymfocyty
nebo se vaze na molekuly HLA, které poté neptimo aktivuji T lymfocyty zménou
peptidového zlabku MHC. Ptikladem je vazba abacaviru na HLA-B*57:01, pfi niz je
indukovana aktivace CD68 — pozitivnich T lymfocyti a je vyvolana zavazna 1ékova
hypersenzitivni reakce. (67
Lékové alergie mohou byt zachyceny jako ¢asné ¢i pozdni.

K velmi ¢asnym reakcim (immediate) dochazi béhem 1 hodiny od podéni 1€ku.
Projevuji se kopfivkou, angioedémem, konjuktivitidou, rymou, bronchospasmem,
gastrointestindlnimi symptomy (nausea, zvraceni, prijjem, bolesti bficha), anafylaxi
nebo anafylaktickym $okem. Casné reakce jsou vyvolany IgE mediovanym
mechanismem. Po prvni expozici jsou volné ¢i konjugované léky prebirany
dendritickymi bunkami, které je zpracovavaji a prezentuji je. Nasledna aktivace
a polarizace naivnich pomocnych T lymfocyti na fenotyp Th2 vede u lymfocyti B
k produkci antigen-specifickych IgE protilatek. Specifické IgE se vaze na zirné bunky
a bazofily vazbou na FceRI receptor. Nasledna expozice I¢kem ¢i jeho metabolity vede,
preklenutim/zesitovanim receptoru FceRI, k aktivaci bazofili a zirnych bunék
s naslednym uvolnénim zanétlivych mediatord jako jsou napiiklad histamin,
leukotrieny, prostaglandin, cytokiny (TNF-a). Mediatory jsou zodpovédné
za patologické reakce hypersenzitivity. 69

Casné pozdni projevy (non-immediate) jsou v intervalu del$im nez 1 hodina
od podéni 1éku, obvykle v intervalu 1-6 h. Tato fdze navazuje ¢i se prekryva s velmi
asnou reakci. Pozdni projevy se obvykle se objevuji po nékolika dnech 1é¢by. Casto
postihuji kiizi s ptfiznaky, jako naptiklad makulopapulézni exantémy, opozdéna

koptivka, fixni 1ékové erupce a dalsi. Byvaji Casto spojeny s opozdénym typem
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imunopatologického mechanismu zavislého na T lymfocytech. Pro dostate¢nou
stimulaci T lymfocytl je nezbytné prvotni zpracovani antigenu léku dendritickymi
bunikami. Antigen je jimi internalizovan a transportovan do regionalnich lymfatickych
uzlin, kde je nasledné prezentovan naivnim T lymfocytim. Aby byla rozvinuta uc¢inna
imunitni reakce, musi byt téz aktivovan vrozeny imunitni systém, ktery poskytuje
dilezité stimula¢ni signdly. Alternativou je piimé aktivace specifickych T lymfocyti
lékovymi antigeny. Antigen specifické T lymfocyty migruji do cilovych organt
a po opctovném kontaktu s antigenem se aktivuji a produkuji cytokiny, které reguluji
imunitni odpovéd’ a cytotoxiny (napi. perforin, granzymy a granulysiny), které
zpusobuji poskozeni tkani. ©

Lékova reakce s eosinofilii a systematickymi symptomy — DRESS, drug
reaction with eosinophilia and systematic symptoms. Po 2 az 6 tydnech se objevuji
kozni zmény. Papulézni nebo papulovezikuldozni vysev provazeny purpurou
nebo postulami mize postupovat az do exfoliativni dermatitidy. Klasické doprovodné
pfiznaky jsou otok obli¢eje, lymfadenopatie, hypereozinofilie, lymfocytoza
nebo lymfopenie, atypické lymfocyty, trombocytopenie, postiZeni jater ¢i jinych organi.
U starSich pacientti mortalita ¢ini az 10 %. Po odeznéni reakce (4—12 tydnd) ohrozeni
pro pacienty piedstavuje rozvoj hypotyredzy a diabetu mellitu. Léky, které nejcastéji
DRESS vyvolavaji: carbamazepin, sulfasalazin, allopurinol. vankomycin, amoxicilin.

Toxicka epidermalni nekrolyza — TEN a Stevenson-Johnsoniv syndrom —
SJS jsou zavazné zivot ohrozujici formy. Pocate¢ni projevy jsou horecka, malatnost,
nepiijemny pocit v o¢ich, makularni 1éze je symetricky rozdélena na trupu, obliceji,
dlanich a chodidlech. Léze rozvijeji centralni lozisko a spojuji se do velkych vrstev
nekrotické tkan€. Dochazi také k postizeni o¢i (akutni konjuktivitida s vytokem, edém
vicek, erytétm nebo ulcerace rohovky), bukélni a genitdlni sliznice. Mohou byt
ovlivnény 1 respirani a gastrointestindlni trakt. Oba stavy jsou navzijem odliSovany
dle velikosti zasaZzené plochy, SJS 10-30 % télesného povrchu, TEN vice jak 30 %
povrchu téla. Zaznamenany byly naptiklad u allopurinolu, aminopenicilinu,
cefalosporinu, carbamazepinu, fenytoinu.

Makulopapul6zni exantém — MPE jedna se o nejcastéji pozorovany typ kozni
reakce vyvolané léky. Vznikd do 3 tydnii od zacatku terapie, prevazné 7.—10. den.
Klinicky je rtznorody, erytematozni vyrdzky a plaky rtzného stupné jsou stranove
symetrické s maximem projevil na vnitini stran€ paZzi, stehen, laterdlni partie trupu

nebo napodobuji infekéni exantémy. RUZové aZz cervené makuly ¢i papuly maji
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pti stlaceni tendenci blednout a fialové neblednouci skvrny (purpura) se mohou objevit
v dolni ¢asti nohou. Charakteristické doprovodné nalezy jsou otok dychacich cest
nebo obliceje, subfebrilie, zimnice, nauzea a celkova inava. MiiZze postihovat i sliznice.
Zaznamenan byl u Siroké Skaly 1ékt, bézn¢ se jedna predevsim o antibiotika, zejména
aminopeniciliny a cefalosporiny. 19

Tabulka 1 Klasifikace 1ékovych alergii

Typ Typ imunitni Patofyziologie IKlinické symptomy Typicka chronologie

odpovédi rekce

e  Anafylakticky Sok
) V pribéhu 1 az 6 hodin
Degranulace zirnych e Angioedém )
1 IgE od posledniho poziti
bunék a bazofila e  Urtikarie ek
éku

e  Bronchospasmus

o ) 5—15 dni od zacatku
Cytotoxicita zavisla na )
I IgG a komplement e  Cytopenie uzivani vyvolavajiciho
IgG a komplementu "

éku

7-8 dni u sérové

IgM nebo IgG a ) e  Sérova nemoc nemoci/urtikarie
Depozice
I komplement nebo ) e  Urtikarie 7-21 dni od zacatku
imunokomplext
FcR e  Vaskulitis uzivani vyvolavajiciho
Iéku u vaskulitidy
1-21 dni od zacatku
IVa Thl (IFN-y) Monocytarni zanét e  Ekzém uzivani vyvolavajiciho
Iéku

laz nékolik dni od

zacatku uzivani

e  Makulopapulézni vyvolavajiciho 1éku u
IVb Th2 (IL-4 a IL-5) Eosinofilni zanét exantém MPE
e DRESS 2-6 tydnti od zacatku

uzivani vyvolavajiciho

1éku u DRESS

1-2 dny od zacatku

) uzivani vyvolavajiciho
e  Makulopapuldzni

Cytotoxické T Smrt keratinocytt ) 1éku u fixni 1ékové
exantem
IVe lymfocyty (perforin, | zprostfedkovana CD4 erupce
e SJS/TEN
grazym B, FasL) nebo CD8 4-28 dni od zacatku

e  pustuldzni exantém o o
uzivani vyvolavajiciho

1éku u SJIS/TEN

e  Akutni Typicky 1-2 dny od
T lymfocyty (IL- eneralizovana zacatku uzivani
IvVd Neutrofilni zanét £
8/CXCLS) exantemat6zni vyvolavajiciho Iéku (ale
pustul6za i pozdéji)
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DRESS - Drug Reaction with Eosinophilia and Systematic Symptoms — lékova reakce s eosinofilii a systematickymi
symptomy; MPE — maculopapular exanthema — makulopapulézni exantém; SJS — Steven-Johnson syndrome —
Stevens-Johnsontiv syndrom; TEN - toxic epidermal necrolysis — toxickd epidermalni nekrolyza; Ig —

Imunoglobulin; FasL — Fas Ligand; FcR — Fc Receptor; IFN — Interferon

6.1.2 Rizikové faktory

Rizikové faktory vzniku l€ékové alergie se mohou vyskytnout jednak u léku
samotného €i ze strany hostitele (pacienta).

6.1.2.1 Rizikové faktory léku

Faktory jsou rozdilné¢ pro jednotlivé léky. Lze vSak vymezit nékolik

spole¢nych faktorli pro vétsinu 1éki:

Charakter molekuly léku: Castéji se alergie vyskytuji u léki, které jsou
sloZzené z velkych molekul a mohou tak sndze senzibilizovat. Vyskyt senzibilizace 1ze
také ocCekavat u 1€éka slozenych z molekul mensich, které se dobfe vazi na nosicské
bilkoviny krevniho séra ¢i membrany bunék. Mnoho vysoce alergennich 1éki neni
jednoznacné chemicky reaktivnich. Je tedy pravdépodobné, Ze mnohem reaktivngjsi
a odpovednéjsi za senzibilizaci jsou metabolické produkty 1écivych latek ¢i drobnych
kontaminantt. Jakmile dojde k senzibilizaci na 1éCivo, je pravdépodobnost reaktivity
na léky s blizkym strukturnim chemickym charakterem nebo na imunochemicky
podobné metabolity. Riziko alergie mohou také zvysit urcité kombinace 1éki, zejména
u cytostatik.

Stupen expozice: V nékterych piipadech je rizikovym faktorem opakované
podani 1éku, nebot” dochazi snadnéji k senzibilizaci. Dalsi faktorem byly prokazany
vy$si davky léku. Zavaznéjsi je preruSeni cyklu stfednich davek 1éka, které predurcuje
k senzibilizaci.

Cesta podani: Topicka aplikace 1€ku je spojena s vysokym vyskytem
senzibilizace, predevS§im u zanicené klze. Je potfeba se vyhnout urCitym latkam,
zejména penicilin a sulfonamidy nejsou kvuli tomuto riziku topicky pouzivany.

wvewr

typem parenterdlniho podéni je peroralni uzivani 1éku. 2112
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6.1.2.2 Rizikové faktory hostitele

Mnohé rizikové faktory se vyskytuji u pacientd, lisit se mohou dle jednotlivce,
nasledné bude n¢kolik z nich uvedeno:

Vék a pohlavi: Z hlediska aktivity imunitniho systému je rizikovym faktorem
mladsi a stfedni vék. V tomto v€ku je imunitni systém dostate¢né aktivni, a tim je vyssi
riziko senzibilizace. Naopak u déti a starSich pacientii jsou 1ékové alergie méné Casté.
Dtivodem je nezralost nebo involuce imunitni odpovédi. Také je uvadéna skuteCnost,
7e déti nejsou opakované vystavovany udinkim 1ékd ¢asto. Cetné studie prokazaly
zenské pohlavi jako rizikovy faktor pro mnoho 1€ka, pfi¢inou je pravdépodobné
souvislost s genetickou predispozici.

Soucasné probihajici onemocnéni: DalSim rizikovym faktorem mulze byt
zakladni onemocnéni pacienta, jez muze vytvofit predispozici k rozvoji alergické reakce
na lék zménou metabolické cesty a navozenim zmén imunologické reakce na 1éky.
Lékové reakce by se mély méné Casto objevovat u jedincli s narusenou imunitni reakei.
Naptiklad u hypogamaglobulinémie je alergicka reakce zptisobena protilatkami vzacna,
ale bunécné zprostiedkované reakce, jako je kontaktni dermatitida zplisobend lokalné
aplikovanymi léky, mohou byt vyvolany snadno. Naopak, pacienti se sarkoid6zou maji
narusenou bunécnou precitlivélost a je méné pravdépodobné, Zze by se vyskytla
dermatitida ¢i exantémy, ale muze byt vyvoldna alergickd reakce zprostfedkovana
protilatkami, kopfivka aj. Ukézalo se, Ze nékteré infekce souvisi se zvySenou
pravdépodobnosti vyskytu lékové alergie. Pfikladem jsou pacienti s HIV, AIDS, herpes
viry. 1112

Geneticka predispozice: Genetické rozdily mohou ovlivnit individuélni reakce
na léky tim, Ze ovlivni zpisob, jakym je 1éCivo zpracovano nebo jak pusobi v téle.
V poslednich letech se studium I€karské genetiky zamétilo na oblast HLA genotypil
a jejich spojeni s precitlivélosti na Iéky. Jak bylo jiz zminéno vySe, molekuly HLA
jako antigen prezentujici T lymfocytim prostfednictvim receptor T lymfocytd. HLA
molekuly tfidy I (HLA A, HLA B, HLA C) se nachazeji na povrchu vsech jadernych
bunikach téla. Prezentuji intracelularni antigeny cytotoxickym lymfocytim T (CD 8+).
HLA molekuly tfidy II (HLA DP, HLA DQ, HLA DR) se nachdzeji na imunitnich
bunkach a prezentuji extracelularni antigeny pro pomocné lymfocyty T (CD4+).
Predpokladd se, Ze MHC prezentace léku — antigenu hraje klicovou roli

u hypersenzitivni reakce. Bylo objeveno nékolik silnych genetickych vztahli mezi
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expresi ur¢ité HLA alely a nachylnosti k specifickym formam 1ékové hypersenzitivity.
Nejznaméjsi je moznost zadvazné reakce po piipravku abacavir. U pacientl s alelou
HLA B*57:01 je pfiblizné 5 % rizika vzniku velmi zdvazné hypersenzitivni rekce.
Pted zahajenim 1€Cby abacivierem je provadeén screening. V asijské populaci ma lékova
hypersenzitivita na karbamazepin asociaci s alelou HLA B*15:02 a také

s HLA A*31:01.[211121314]

6.1.3 Diagnostika

Pro diagnostiku lékové alergie je potfeba komplexni pfistup, ktery zahrnuje
detailni anamnézu, in vitro testy, kozni testy a provokacéni testy. Cilem vySetiovani je
spolehliva diagndza, kterd umozni volbu opatfeni: eliminace prokazanych pfi¢innych
1€kii, volba bezpecné nahradni 1é€by, premedikace a v nezbytnych piipadech 1écba
desenzitiza¢ni. @

Uspé&sna kone¢na diagnoza 1ékové alergie je obtizna, protoze kazdy z uvedenych
nastrojii diagnostiky mad své omezeni a nevyhody. Anamnéza je obvykle spojena
s nedostate¢nym popisem a paméti pacientdl, ktefi sou¢asné uzivaji rizné 1éky. Cinidla
pro kozni testy nejsou vzdy vhodnd a obvykle nejsou standardizovana. Vhodné
laboratorni testy nejsou vzdy k dispozici a dostateéné citlivé k testovani dané reakce.
Provokacni testy mohou byt pro pacienta nebezpecné a nejsou vzdy dostatecné citlivé.
Proto by pro urceni diagnézy mélo byt vyuZzito vice neZ jeden druh z uvedenych
vysetieni.

Dotaznik pro ziskani pfesné anamnézy Iékové hypersenzitivity pacienta je
k dispozici k nahlédnuti v ptiloze (ptiloha 1).

Kli¢ové body diagnostiky 1ékové hypersenzitivity:

e Pro zavedeni vhodnych preventivnich opatfeni je nutnd konec¢na diagnoza lékové
hypersenzitivity.

e Nespravné zafazeni pouze na zékladé¢ samotné anamnézy lékové hypersenzitivity
muze mit disledky pro individualni volby lécby a je pro pacienta Skodlivéjsi
nez komplexni diagnostické vySetieni 1¢kové alergie.

e Klinické nastroje, které umoZznuji definitivni diagnézu, zahrnuji dikladnou
klinickou anamnézu, standardizované kozni testy, spolehlivé in vitro testy

a provokacni testy lékem.
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e Pfi fddném provedeni je Casto moznd spolehlivd diagnéza a mize byt podana

bezpecna alternativni 1écba.

e Screening bez pfedchozi anamnézy alergickych reakci neni doporucen.

Poderfent na lekove
hvperzanzitivim

!

Hodnooem
EnEmMNATY - dotaznik

Wyloniam lakova
hyperzencitivity

hloEnost 1akova
hyperzenzitivity T

Pozitivnd |

J= dostupny
provokaind testT +

Anp

| Provoksint test ** ]

:

Vrsladiy |
Wagativnd Pozitivel
k4 Y _ Y
Drokizend 1dkovi Teaapeuticky VylouZeni 1ékové i
alergie pizmp +* . hyparsenzitivity hyperzenzitivita

Obrazek 1 Schéma postupu pri podezieni na lékovou hypersenzitivitu dle
International Consensus on drug allergy

*V soucasné dob¢ dostupné biologické testy pro diagnostiku lékové alergie nemaji dostatecnou citlivost.

** Pfi absenci kontraindikaci

*** Pokud neni k dispozici zadni alternativa (napi: neuromuskularné blokujici ¢inidla, chemoterapeuticka 1écba),

opétovné podani 1éCiva je povoleno pod peclivym dohledem, vzhledem k premedikaci a / nebo desenzitaci.
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Kdy vysetfit Iékovou hypersenzitivitu?
e Kdyz je anamnéza I€kové hypersenzitivity, 1ék je potfebny, nema ucinné
a strukturalné odpovidaji alternativu a pokud je pomér rizika / pfinosu pozitivni.

o Kdyz byla zvazend anamnéza t€zké 1ékové hypersenzitivity pro dalsi 1€ky.

Kdy Iékovou hypersenzitivitu nevySetfovat?
e Piipady bez jasné pric¢innosti 1€kové alergie
o nekompatibilni symptomatologie
o nekompatibilni chronologie
o nasledné uziti 1¢ku bez reakce
o reakce bez uziti 1éku
o alternativni diagnoéza (erupce herpes viru, chronicka koptivka)
e U provokaéniho testu lékem — pokazdé, kdyz byla reakce pfili§ zéavazna:

nekontrolovatelna reakce a zavazné zivot ohrozujici reakce. ©

6.1.3.1 Test aktivace bazofilii (BAT)

Bazofily jsou spole¢né s zirnymi buitkami klicové efektorové bunky Casné faze
alergické reakce. Jsou to granulocyty, maji segmentované jadro. Vyvijeji se
z pluripotentnich progenitorovych kmenovych bunék (CD34+). Diferenciace a zrani
bazofilii probihd v kostni dieni, v periferni krvi pfedstavuji méné nez 1 % leukocyta.

Test aktivace bazofilii, oznacovan téz jako bozotest, je fazen mezi vysoce
specializovana vySetfeni. Své uplatnéni nachazi pfedevS§im u piipadi, kdy kozni testy
a stanoveni specifického IgE jsou nedostatecné pro stanoveni diagndzy. Jednim z jeho
pfinosit je moznost rychlého vybéru farmaka pro hospitalizovaného pacienta
s anamnézou lékovée alergie. Test se vyuziva naptiklad pro diagnostiku hypersenzitivity
na neuromuskularni blokatory, B-laktamova antibiotika a nesteroidni protizanétlivé
léky. Uplatnéni ma také u alergii na opidty a quinolony, kde koZni testy vyvolavaji
faleSné pozitivni reakci. BAT ma vyssi senzitivitu (rozmezi 80-90 %) neZ stanoveni
specifickych IgE, také pomérmné vysoka specificita (téméf 100%) je jeho vyhodou.
Pro spravné technické provedeni testu je doporuceno vzorky zpracovat béhem 3 hodin
od jejich odbéru.

VysSetteni je provadéno z pIné krve s vyuzitim heparinu ¢ EDTA

jako protisrazlivého Cinidla. Je nenaro¢ny na mnozstvi odebrané krve. Pouziti plné krve
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slozek muaze 1épe odrazet fyziologické nebo patologické stavy in vivo. Skladovani
by mélo byt pifi 4 °C. VySetieni sleduje znaky aktivace objevujici se na bazofilech
po inkubaci krve pacienta s podezielym alergenem. Je vyhodné pouzivat k diagnostice
alergeny bez pifimési aditiv, pfipadné¢ rekombinantni alergeny. Pokud je pacient
senzibilizovan, budou bazofily aktivovany a dojde k uvolnéni medidtori z granuli uvnitt
bunikky. Béhem tohoto procesu dojde na membrané k expresi specifickych znakd,
které umozni identifikaci aktivovanych bazofili. Znaky jsou znac¢eny monoklonalnimi
protilatkami a jejich detekce je provadéna pomoci priutokového cytometru.

Nejcastéji sledovanymi znaky na bazofilech jsou CD63 a CD203c. CD63
(Ilysosoméln¢ asociovany membranovy glykoprotein-3: LAMP-3) je clenem
transmembranové-4 nadrodiny (tetraspaniny) a je exprimovan rdznymi typy bunék,
jako jsou bazofily, zirné bunky, desticky a makrofagy. V klidovych bazofilech je CD63
ukotven na intraceluarnich granulich s nizkou expresi na povrchové membrané. Naopak
v disledku flize mezi granuly a membranou béhem exocytdzy je CD63 exprimovan
s velkou hustotou na aktivovanych bazofilech. CD203c¢ (glykosylovana
transmembranova molekula typu II) patii do skupiny enzymt ektonukleotidové
pyrofosfatdzy / fosfodiesterazy, které katalyzuji hydrolyzu oligonukleotidi
a nukleosidovych fosfati. Aktivaci bazofild lze také méfit pomoci jinych
intracelularnich molekul, naptiklad métenim fosforylace p38 MAPK ¢i CD300a. P38
MAPK (protein kindza aktivovana mitogenem) reguluje proliferaci buné€k, diferenciaci
a preziti. Proces aktiva¢nich znakt bazofill je znazornén na obrazku ¢. 2.

Soucasné je za stejnych podminek inkubovédna negativni a pozitivni kontrola,
kterou predstavuje plnd krev s fedicim roztokem, nebo s latkou zarucujici aktivaci co
nejvyssiho poctu bazofild, kupiikladu s protilatkou anti-IgE.

Vysledkem vySetieni je procento aktivovanych bazofilii ¢i vyjadieni vysledk
prostiednictvim stimula¢niho indexu, cozZ je pomér procentualniho zastoupeni bazofild,
které vykazuji expresi CD63 po stimulaci 1ékem, k procentudlnimu zastoupeni bazofilt
stejného druhu pted stimulaci. Vysledek je hodnocen jako pozitivni pii hodnoté
stimula¢niho indexu 2 a vice. Negativni hodnota BAT by neméla pfesahnout 5 %
pro zadny alergen. Pro vétSinu alergenii je pozitivita uvadéna v rozmezi 10-15 %.
Vyjimku prezentuje 1ékova alergie. Léky vykazuji niz§i procento aktivace bazofilli nez

jiné alergeny, a to 1 v piipad¢€ vyvolani alergické reakce u pacienta. [1516.17:1819,20]
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Obrazek 2 Rozdil mezi aktivovanym a neaktivovanym bazofilem!

6.1.3.2 Lymfocytdrni transformacni test (LTT)

Test méfi proliferaci T lymfocytl na 1é¢ivo in vitro. Jak bylo uvedeno vyse,
T lymfocyty mohou byt stimulovany léky jako hapteny nebo prostiednictvi receptorti
T lymfocyt. Dochazi k uvoliiovani raznych cytokinii (IL-5, IL6, TNF-a) a chemokini
(IL-8).

Citlivost LTT je 56-78 % a jeho specifita se pohybuje v rozmezi 85-93 %.
Hlavni vyhodou tohoto testu je jeho pouzitelnost pro mnoho riiznych 1¢kii v rznych
imunitnich reakcich, nebot’ specifické T lymfocyty jsou témét vzdy zapojeny do reakci
precitlivélosti na 1éky. Jako nevyhoda je uvadéna obtiznost ptevodu in vitro proliferace
T lymfocytd k 1éku do klinické situace a také technicka naro¢nost testu.

Pacientovi je odebrana krev do zkumavky s protisrazlivym c¢inidlem. Pomoci
centrifugace jsou mononuklearni buiiky periferni krve izolovany z plné krve gradientem
hustoty (obrazek ¢. 3). Béhem nasledné kultivace po dobu 6 dni pii 37 °C v médiu
doplnéném fetdlnim hovézim sérem a koncentratnim rozmezim podezielého 1éCiva,
senzibilizované lymfocyty, které maji charakter pamétovych buné€k, se transformuji
v blasty. Dochdzi k metabolickym zménam (naptiklad: ke zvysSené syntéze fosfolipidu,
DNA, RNA a proteintl). Méfeni syntézy DNA je vyuzivano ke sledovani aktivace
lymfocytli, za pomoci znaceni 3"-thymidinem, nukleotidem, ktery je inkorporovan
do nové syntetizované DNA. Thymidin (3"-thymidin) je znacen tritiem, po inkubaci
bun¢k je mnozstvi zabudovaného nukleotidu do buné€k, jako mira proliferace bunék,
méfeno scintilacnim spektrofotometrem. ZvySeni proliferace je vyjadieno pomoci
stimulaéniho indexu, tedy pomérem 3'-thymidin za p¥itomnosti 1é¢iva/ 3"-thymidin bez

pfitomnosti 1é¢iva. Ve studii byl za pozitivni povaZovan stimulacni index > 2.
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Dalsi moznosti méfeni proliferace bunék je vyuziti pfimého kvantitativniho
méfeni DNA na pratokovém cytometru pomoci fluorescenéniho barviva naptiklad
propidium jodidu. Metoda vyuZiva jako ukazatel bunécny cyklus, kdy se mnozstvi DNA
1181 v jeho jednotlivych fazich (viz obrazek €. 4).

Lze pouzit také dal§i markery stimulace T lymfocytl, véetné sekrece mediatori

(IL-5, IL-10) a exprese specifickych antigenti (CD69). [16:21.22.23.24]

Obrizek 3 Separace lymfocyti z periferni krve Vastni

Prvni vrchni zluta vrstva je plazma. Modra Sipka ukazuje na bilou vrstvu lymfocytt, pod kterou se nachazi ¢ira vrstva

separacni tekutiny a tmavé Cervena vrstva granulocytl a erytrocyta.
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Obrazek 4 Faze bunééného cyklu a kvantitativni analyza DNA 24

Burniky v G2/M fazi obsahuji dvojnasobné mnozstvi DNA a tak vykazuji dvojnasobnou fluorescenci nez bunky v

Go/G1 fazi.

6.1.3.3 Precipitace v gelu - dvojita radidlni imunodifuze

Precipitace je zalozena na reakci rozpustného antigenu s rozpustnou protilatkou.
Pii interakci polyvalentniho antigenu s polyvalentni protilatkou dochézi k tvorbé
trojrozmérné miizkové struktury, jejimz nésledkem je vznik precipitidtu (sraZeniny).
Béhem prvni faze jsou tvofeny rozpustné imunokomplexy. Pomalejsi druha faze je
charakteristicka agregaci rozpustnych komplexii z prvni faze.

Reakce miize probihat v kapalném prostiedi, jedna se o tzv. zédkalové metody,
kde je fazena turbidimetrie a nefelometrie. V gelovém prostiedi probihaji precipitac¢ni
metody difuzni, které jsou ¢lenény na jednoduché a dvojité difuze. Pii jednoduché
difuzi se v gelu pohybuje pouze jedna slozka (protilatka nebo antigen) a druha slozka je
rovnomeérné rozptylena v gelu. V ptipad¢ druhém, dvojita difuze, neni v gelu rozptylena
74dna slozka, a tak se proti sobé ob¢ dvé vzajemné pohybuji (difunduji).

Nasledné bude popsana metoda dvojité radidlni imunodifuze dle Ouchterlonyho,
kterd je v praxi vyuZivana ke kvalitativnimu stanoveni protilatek proti 1ékiim a jejich
slozkdm v lidském séru. Je vhodna pro identifikaci antigeni a urCeni jejich
imunochemické piibuznosti. V agarézovém gelu jsou vyfezany kruhové otvory.
Pacientské sérum obsahujici protilatku je davkovano do centralni jamky. V kruhu kolem
ni se nachazi jamky pro antigeny. Takto pfipraveny test se nechd nékolik hodin
inkubovat ve vlhké komirce. Oba reaktanty difunduji z jamek radidln€. Pozitivnim
vysledkem je vytvofeni precipitacni linie. V ptipadé pouziti vice antigenli, Ize dle
charakteristického tvaru precipitacni linie posuzovat, zda jsou antigeny identické,
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castecné identické ¢i zcela odlisSné a dle toho posoudit piibuznost antigennich
determinant. Metoda zfeteln¢ ztrdci na vyznamu, nebot oproti bazotestu a LTT ma

velmi nizkou specificitu a senzitivitu. 2529

e —y (‘S | 8 Adap, Aty
o  %°

Obrazek 6 Pozitivni 1ékova precipitace Matni
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6.1.3.4 Stanoveni specifickych IgE protilatek

Detekce specifickych IgE protilaitek v séru slouzi pro diagnostiku casné
precitlivélosti. Testy jsou komercné dostupné ve formé fluorescen¢nich enzymovych
imunoanalyz (FEIA) a luminuscenc¢nich imunoanalyz (LEIA). V klinické praxi je
uziteCnost vySetieni omezena. Test pro specifické IgE je dostupny jen pro omezeny
pocet 1¢kti, mezi né patii: ampicilin, cefalotin, cloxacilin, ibuprofen, heparin, neomycin
pencilin G, penicilin V, phenobarbital, prokain, streptomycin, tetracyclin a dalsi.

Samotna demonstrace specifického IgE, naptiklad penicilinu, chymopapainu
neumoziuje stanovit diagnozu 1ékové alergie. Avsak ve spojeni s klinickymi nalezy 1ze
predpokladat mechanizmus zavisly na IgE. Proto je doporucovano, aby kozni testy
na antibiotika byly provadény po testovani IgE pii zadvaznych ¢asnych reakcich.

Metoda ma jista uskali. Prestoze mé vysokou specificitu, senzitivita je nizka.

Pro mnohé¢ 1éky neni metoda dobie validovana. 61227

6.1.3.5 Stanoveni hladiny tryptazy

Dal$im testem, ktery mize byt proveden, je stanoveni hladiny tryptazy. Tryprazy
jsou neutralni protedzy patiici do podskupiny serinovych peptidaz trypsinové rodiny.
Témet vSechny lidské zirné bunky vytvareji a uchovavaji tryptazy, které tvoii hlavni
proteiny v sekrecnich granulich. Bazofily, které pravdépodobné maji méné vyznamnou
roli pfi anafylaxi nez Zirné buiky, produkuji podstatn€é mensi mnozstvi tryptazy.
Tryptazy zirnych bunék jsou kodovany ¢tyfmi lokusy na chromozomu 16, rozmanitost
je déna alelickymi variacemi o, B, Y a 6. d a y tryptazy se v séru nenachazeji. Pouze o a
B tryptazy tvofi cirkulujici tryptdzy a jen tyto dvé formy maji vztah k anafylaxi.

Pro vySetfeni je vhodnd krev heparinizovana ¢i srazlivd nebo EDTA plazma.
Casny odecet, odbér mezi 15 min. a 3 hodinami od za¢atku reakce, pomiize potvrdit
diagnozu anafylaxe. Druhy odbér, v odstupu 1 nebo vice dni, je provadén k posouzeni

dynamiky a k vylouceni systémové mastocytarni nemoci. 2%

6.1.3.6 Kozni testy

Kozni testy jsou nejpouzivanéjSimi prostiedky k potvrzeni nebo vylouceni
senzibilizace. M¢ély by byt provedeny po uplném odeznéni plivodni reakce, Uplné
eliminaci pfi¢inného l1éku z organismu a odeznéni vlivu 1€kt pouZitych k 1écbé reakce.

Je doporucovano pockat optimaln€ 3 tydny az 3 mésice nebo 1 az 6 mésict od odeznéni
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reakce. Testy jsou vyuzivany k prikazu senzibilizace zprosttedkované IgE protilatkami
a T lymfocyty. Pfed vykonanim koZznich testl je potieba eliminovat vliv 1€kd, jimiz
by mohl byt ovlivnén jejich vysledek. Od silné expozice UV zafenim je doporucen
interval 4 tydnti, nebot’ také snizuje citlivost koznich testi. Testovani lze provadét
pouze na zdravé kizi. Kontraindikaci je také gravidita ¢i akutni hore¢naty infekt.

IgE typ pftecitlivosti l1ze prokazat metodami prick testu a intradermélniho testu
s Casnym odecCtem, za 15-20 min. Prick test je doporuovan jako pocatecni screening
pro jeho jednoduchost, rychlost, nizkou cenu a vysokou specifi¢nost. Intradermalni testy
jsou provadeény v ptipadé, Ze je prick test negativni, nebot’ poskytuji vyssi citlivost nez
prick test. Intradermalni test méa vyssi senzitivitu, ale je potfeba zvolit vhodnou formu
Iéku — sterilni parenteralni preparat, spravnou techniku a znalost vhodné koncentrace
pro dany 1ék. Technika prick testu s léky je totozné s prick testy s ostatnimi alergeny.
Na suchou a odmasténou kuzi predlokti ¢i zad je nanesena kapka testovaného 1éku
ve vhodné koncentraci. Pomoci lancety je narusena svrchni vrstva kize. Vzdy je
potfeba testovat také negativni a pozitivni kontrolu. Vysledek testu je odecten
po 15 min., je hodnocena velikost kozni reakce (pupenu), jeji nejdelSi rozmér
v milimetrech. Za pozitivni vysledek je povazovan pupen > 3 mm. Provedeni
intradermdlniho testu je nejCastéji na volarni strané¢ predlokti. Misto aplikace je
dezinfikovano a poté je testovana latka, 0,02—0,05 ml alergenu, aplikovana inzulinovou
stiikackou. Po spravném provedeni se vytvoii puchyiek, ktery méa vzhled Spendlikové
hlavi¢ky o velikosti 3 mm. U ¢asného odectu je kritériem nartst pupenu o > 3 mm.

Pro pozdni typ reakci s ucasti T lymfocytl je uzivan intradermalni test
s odddlenym odectem, za 24-48 hodin, a patch test neboli epikutanni test, jenz je
odecitan za 48-72 hodin. U patch testu neni potieba parenterdlni forma 1ékd, jsou
specifické, ale senzitivita je niz$i oproti intradermalnim testim s oddalenym odectem.
U pozdniho odectu intradermdlniho testu je za pozitivni vysledek povazovan
infiltrovany, palpovatelny erytém. Pfi patch testu je pacientovi na zdravou kizi v horni
poloving zad aplikovan podeziely 1ék nafedény na vhodnou koncentraci vehikulem,
napf. bilou vazelinou pomoci komurky ¢i testovaci naplasti. 48 hodin nepfetrzité je
ponechan v kontaktu s kuzi. Poté je alergen odstranén a je proveden odecet a dalsi
odeCet o 1-2 dny pozdé¢ji. Jsou hodnoceny zmény kuze. K prikazu fototoxické
¢i fotoalergické reakce je vyuzivan foto patch test. Projevy se vyskytuji v solarni
lokalizaci. Mezi latky s fotosenzibilizaénim potencidlem patii napiiklad sulfonamidy,

tetracyklinova antibiotika, n€ktera diuretika, antidiabetika, fenofibraty. Jsou aplikovany
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2 sady shodnych alergenti. Jedna sada je po 24 hodinach odstranéna a nasledné je tataz
oblast ozdfena UV zafenim. Druhd sada zUstava zalepena a je odstranéna za 48 hodin
po aplikaci. Ob¢ sady jsou vzajemné porovnany. V piipad¢ pozitivni reakce v obou
sadach se jedna o prostou kontaktni alergickou dermatitidu. Pokud je pozitivni reakce

pouze v ozafené sad¢, jde o fotokontaktni alergickou reakci. 1462930

6.1.3.7 Provokacni test lékem

Test je provadén na konci vySetfovaciho postupu pii Iékové alergii. Je zlatym
standardem pro potvrzeni ¢i vylouceni Iékové alergie pro mnoho 1ékti. Muze byt také
vyuzit pro pacienty, u nichZz po celkovém hodnoceni neni pravdépodobna alergie
na dany 1€k a test by byl proveden za ucelem prikazu tolerance Iéku. Jedna se o postup
s nejlepsi senzitivitou mezi vSemi dostupnymi diagnostickymi ndstroji. AvSak
predstavuje potencidlni riziko pro pacienta, je ¢asové narocny a vyzaduje odpovidajici
zdravotnické zatizeni a vyskoleny personal. Mnohdy je jedinou moznosti pro potvrzeni
ptecitlivélosti, a to v pfipad€, Ze piedchozi vySetfovaci kroky jsou negativni, nejsou
pfesvédcivé ¢i dostupné. Pacientovi je podédn pod Iékafskym dohledem Iék. Mize
se jednat o slouCeninu alternativni nebo strukturné¢ / farmakologicky piibuznou
nebo o samotny podeziely piipravek. Lék by mél byt aplikovan stejnym zptisobem, jak
byl aplikovan pfi vyskytu hypersenzitivni reakce. Davkovani testovanych piipravki
a Casovani intervalil se u studii li§i. Musi byt dosazeno maxima jednordzové davky
specifického 1€ku a je Zadouci podani definované denni davky. V zavislosti na typu
samotného 1éku, zavaznosti vySettované lékové hypersenzitivity a jejiho mechanismu,
muze zpozdéni mezi aplikaci a reakci trvat hodiny, dny nebo i tydny. Pfedmétem
diskuze, je otazka, zda je jedna plna terapeutickd davka dostacujici k vyvolani reakci
u pacienti s pozdni odpovédi. Je tedy dulezity vySe zminény komplexni pfistup

pii diagnostice lékové alergie. 63132
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6.1.4 B-laktamova antibiotika

Naésledujici podkapitola se bude vénovat skupiné p-laktamovych antibiotik,
konkrétné penicilinim a cefalosporinim, ktera dlouhodobé zaujimaji prvni misto
v zebficku nejCastéjSich Iékovych alergii. Mnohé diagnozy jsou nadhodnocené, 9 z 10
pacientl je zbytecné 1éceno antibiotiky druhé volby. které maji vyssi riziko vedlejsich
G&inkd, niz§i Geinnost a jejich cena je vys§i. Cast&jsi volba nahradnich antibiotik ma
svlj podil na vzestupu bakteridlni rezistence. Pfi¢inou nadhodnoceni udaji, které jsou
az desetkrat Castéj$i, nez je skutecny vyskyt, je Casté zaloZzeni diagnozy pouze
na anamnestickém udaji nezadoucich projevi vzniklych v dobé 1é¢by antibiotikem.

Zakladem molekuly B-laktamovych antibiotik je Ctyf¢lenné B-laktamové jadro
obsahujici dusik a ketoskupinu. B-laktamové antibiotika jsou délena do ctyi hlavnich
skupin: peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy. Skupiny se lisi
druhym kruhem, ktery je spojen s B-laktamovym jadrem. Rozdily spektra Gi¢inku jsou
dany odlisnou afinitou k cilovym vazebnym strukturdm PBP (penicillin binding
proteins), schopnosti pruniku do bakterialni buniky a odolnosti vi¢i riznym
mechanismlm rezistence.

Jejich ucinek spociva v inhibici syntézy peptidoglykanu bunécné stény
a nasledné autolyze bakteridlni bunky. Antibiotika jsou vézana na enzymy PBP, které
predstavuji bunécné receptory. B-laktamova antibiotika inaktivuji PBP pomoci jejich
acylace. Inhibici syntézy bakteridlni st€ény vyvolava blokada transpeptidacnich reakci
zpeviujicich peptidoglykan (murein, mukopeptid). B-laktamova antibiotika aktivuji
v bakteridlni sténé bun€k 1 dalSi enzymy, které fizené¢ katalyticky obménuji

peptidoglykan, a tim je zplsobena lyza a smrt bakteridlni burky. (1283334
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6.1.4.1 Peniciliny

PENICILLINS (PENAMS)
H H s

H-CONH-—T—]/ CH,
/ N CH3

1Y “coOH

e.g. Penicillin G Ampicillin Carbenicillin
Penicillin V. Amoxicillin ~ Temocillin
Phenethicillin  Bacampicillin  Ticarcillin
Propicillin Epicillin

e Hetacillin Azlocillin
QX 3C111_1ﬁ : Pivamp ocillin Mezlocillin
- . Piperacillin
Dicloxacilin ~ Methicillin

Flucloxacillin  Nafcillin

Obrazek 7 Chemicka struktura a zastupci penicilinové skupiny

Penicilinova antibiotika jsou tvofena P-laktamovym jadrem (kyselina 6-
aminopenicilanova), thiazolidinovym prstencem a postrannim fetézcem (R), ktery se lisi
dle daného antibiotika. VSechny peniciliny maji rychle nastupujici baktericidni G¢inek.
Jejich vyuZiti je velmi Siroké jako zékladni 1éky pro 1é€bu komunitnich i nemocnicnich
infekci vyvolanych citlivou bakteridlni mikroflorou. Zakladni peniciliny maji
antibakterialni spektrum 1Uzké, zahrnuje grampozitivni mikroby. Naproti tomu
Sirokospektré peniciliny (napf. aminopeniciliny, ureidopeniciliny) maji u¢innost 1 vici
gramnegativnim mikrobim.

Incidence hypersenzitivni reakce na peniciliny je kolem 1-2 % pacientid. Mohou
vyvolat vSechny Ctyfi typy hypersenzitivni reakce: prostiednictvim IgE typ 1. reakce
jako urtikérie, angioedém, bronchospazmus a anafylaxe; typ II. zprostiedkovan
protilatkami: hemolytickd anemie a trombocytopenie; typ III. prostfednictvim
komplementu naptiklad sérova nemoc a vaskulitity; typ IV. piisobenim T lymfocyth

nejcastéji kontaktni dermatitidy, vyrazky.
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Z hlediska farmakodynamiky jsou fazena mezi antibiotika s u€inkem nezavislym
na koncentraci, davkovani je cileno na dostatecné¢ dlouhé udrzovani ucinnych
koncentraci nad minimalnimi inhibi¢nimi koncentracemi citlivych patogenti alespoi
po dobu 40 % davkovaciho intervalu. Peniciliny jsou velmi malo toxické.
Farmakokinetika penicilint je pfiznacna pomérné dobrym prinikem do biologickych
tekutin a malym prinikem do bun€k. Dominuje vylu¢ovani ledvinami. Peniciliny maji
kratky biologicky polocas, kolem jedné hodiny. Jedna se o velmi malé molekuly,
k vyvolani imunitni odpovédi musi dojit k haptenizaci, ke kovalentnimu navazani
na vétsi molekulu (tkanovy €i sérovy protein).

B-laktamy podstupuji spontanni degradaci pii fyziologickych podminkach
za vzniku reaktivnich intermediatd. Tim se li§i od vétSiny antibiotik, které musi byt
enzymaticky metabolizovany na meziprodukty, které jsou schopné vazby na hostitelské
proteiny. Kondenzovana fize struktury B-laktamového kruhu s thiazolidovym kruhem
zpusobuje zvySené napéti v ramci B-laktamového kruhu. V disledku vzniklého napéti
dochazi v pribé¢hu metabolismu k otevieni P-laktamového kruhu penicilinu,
které umozni karbonylové skupiné vytvofit amidovou vazbu na aminoskupinu
nosi¢ského proteinu. Noveé vznikld vazba, penicilioylova skupina, patii mezi hlavni
antigenni determinanty, az 95 % penicilinu vazaného na tkan je v této podob¢. Zbyvajici
¢ast penicilinu degraduje na fadu derivati, které jsou také schopny haptenizace. Mezi
nejvyznamnéj$i z nich patii peniciloat a peniloat, které jsou fazeny mezi minoritni
antigenni determinanty. Dalsi klinicky vyznamnou determinantou je postranni fetézec,
ktery je, mimo jiné, zodpovédny za zkiizené¢ reakce. Ptikladem vyrazné zkiiZené
reaktivity mezi peniciliny je mezi tfemi strukturné ptibuznymi peniciliny obsahujicimi
fenylisoxazolyl v postrannim fetézci oxacilin — kloxacilin — dikloxacilin.

Predvidatelnd degradace penicilinu na stabilni hlavni a vedlej$i antigenni
determinanty umoziuje standardizaci koZnich testli, pfi kterych by mély byt pouzity
majoritni 1 minoritni determinanty. Komercni diagnostické kozni testy (prick testy
a vzestupné intradermalni testy) firmy Diater jsou jako jediné registrované v Evropské
unii. Jsou urceny k prikazu alergie casného typu. Obsazeny jsou 2 alergenni
determinanty: hlavni alergenni determinanta (PPL — peniciloyl-poly-L-lylysin)
a vedlejsi alergenni determinanta (MDM — benzylpenicilin minor detrminat mix).
Pti testovani je postupovano od nefedéného prick testu pies intradermélni test v fedéni
1:10 a intradermalni test nefedény. Tento postup je uplatnén pro ob€ determinanty.

Testovani je tedy velmi ¢asoveé naro¢né.
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Stanoveni specifickych IgE proti hlavni determinanté je méné citlivé nez kozni
testy. Vedlej§i determinanty pro specifické IgE nejsou komeréné dostupné. AZ 80 %
pacientll, ktefi maji anamnézu alergické reakce na peniciliny, vykazuji negativitu
specifickych IgE protilatek proti hlavni determinanté. Senzitivita BAT pro antibiotika
penicilinového typu je kolem 50 %, specifita 93,3 %. LTT ma pro peniciliny senzitivitu

kolem 60 % a specifitu kolem 90 %. [1:228:33,34.3536]

6.1.4.2 Cefalosporiny

CEPHALOSPORINS (CEPHEMS)
H H
= = _S

R,-CONH —:{

N
0//_/R

2
COOH =
e.g. Cephacetrile  Cefaclor Cefdinir
Cefadroxil Cefamandole Cefetamet
Cephalexin  Cefonicid ~ Cefixime
Cephaloglyen . ¢oinm Cefmenoxime
Cephaloridine : S
Cephalothin Cefprozil Cefodizime
Cephapirin Cefuroxime  Cefoperazone
Cefatrizine : Cefotaxime
Cefazedone geioplme Cefpiramide
Cefazolin c,‘efo.zopran Cefpodoxime
Cephradine ‘efpirome Cafisidims
Cefroxadine : WLy
Ceftezole Ceftaroline  Ceftibuten
fosamil Ceftizoxime

Ceftobiprole  Ceftriaxone

Obrazek 8 Chemicka struktura a zastupci cefalosporinové skupiny ™

U cefalosporinii je p-laktamové jadro (kyselina 7-aminocefalosporinovd)
rozSiteno o SestiClenny dihydrothiazinovy kruh a dva postranni fetézce (Ri a R»).
Rozdilnost v aktivité a trvani G€inku jednotlivych cefalosporini je zavisld na riiznych
postrannich fetézcich. Vyuziti cefalosporinl je Siroké pfedevsim jako alternativni léky
penicilinli. Podle antimikrobni u¢innosti je skupina délena do péti generaci.
S posloupnosti jednotlivych generaci dochazi k ponc¢kud hor§i ucinnosti viaci

grampozitivnim  mikrobtim, avSak podstatné je zlepSovana Gcinnost VvUCi
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gramnegativnim bakteriim. U poslednich dvou generaci, 4. a 5., je spojena vysoka
aktivita na grampozitivni i gramnegativni mikroorganismy.

Bezpecnostni profil cefalosporint je dobry, jsou velmi malo toxické. Incidence
hypersenzitivnich reakci na cefalosporiny se pohybuje mezi 1-3 %, v literatuie
nejcasteji figuruje 1 %. NejCastéji se jednd o kozni reakce, prevazné vyrazku a urtikarii,
s frekvenci vyskytu kolem 1-3 %. Anafylaxe je vyjimecnd. Vzacné jsou tézké kozni
reakce jako jsou Stevens-Johnsonlv syndrom a exfoliativni dermatitidy.

Farmakodynamicky patii cefalosporiny mezi antibiotika s u¢inkem nezavislym
na koncentraci. Cilem déavkovéni je alespont po dobu 50 % déavkovaciho intervalu
dostatecné dlouhé udrzovani ucinnych koncentraci nad minimalnimi inhibi¢nimi
koncentracemi citlivych patogenil. Farmakokinetika cefalosporini je charakterizovana
pomérné dobrym prunikem do biologickych tekutin, av§ak malym priinikem do bunék.
Nekteré cefalosporiny jsou vyznamné metabolizovany, vétSina je vyluCovana moci,
jejich biologicky polocas je kratky, vétSinou se pohybuje v rozmezi 0,5-3 hodiny.
Ceftriaxon je vyjimkou, jeho biologicky poloc¢as eliminace je 8 hodin.

Struktura jadra cefalosporinii je v porovnani s peniciliny méné reaktivni
a pomaleji dochazi ke konjugaci s proteiny. Pfipadné otevieni B-laktamového jadra vede
k vytvofeni velmi nestabilniho proteinového konjugatu, ktery je oznaCovan jako
cefalosporinova determinanta. Podléhd dalsi degradaci rozpadem dihydrothiazinového
kruhu za vzniku vice antigennich fragmenti. Vytvofeni nékolika nestabilnich produktt
degradace komplikuje izolaci a identifikaci antigennich determinant. Dusledkem je
nedosazeni standardizace koznich testl pro cefalosporiny.

Imunitni systém miiZe rozpoznat celou molekulu B-laktamu ¢i jeho riizné€ velkou
¢ast, cast postranniho fetézce, cely postranni fetézec ¢i kombinace bocniho fetézce
a casti B-laktamového kruhu. Proto hypersenzitivni reakce mohou byt na konkrétni
cefalosporin, na vice cefalosporintl, které maji stejny nebo podobny postranni fetézec
nebo jako zkiizend reakce na jina P-laktamové antibiotika. O hypersenzitivni reakci
pouze na konkrétni cefalosporin vykazuje nedostatek zkrizené reaktivity s dalSimi
cefalosporiny, v tomto pfipadé se imunitni reakce Gc¢astni celd molekula cefalosporinu.
Zkitizena reaktivita mezi cefalosporiny je zptsobena podobnosti postrannich fetézcti, Ry
a R,. Ptikladem reaktivity zplisobené identickymi ¢i podobnymi R postrannich fetézcu
je napfiklad mezi cefuroxim — cefotaxim ¢i cefotacim — cefrtiaxon — ceftazidim.
Ptikladem reaktivity na zikladé¢ identického R» postranniho fetézce je

mezi cefoperazonem — cefamndolem.
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Nejvétsi riziko pro pacienta s alergii na penicilin pfedstavuje penicilinova
skupina, jeho riziko reakce na cefalosporiny 1. generace je niz§i nez 10 %
a na cefalosporiny 2. a vyss$i generace je mnohem nizsi. U pacientd s ¢asnou formou
alergie na cefalosporiny vyskyt zkfizené reaktivity k penicilinim c¢inil 25 %.
Jako ptiklad mize byt uveden pacient s alergickou reakci na kombinovany preparat
amoxicilin s kyselinou klavulanovou. Muze probéhnout imunitni reakce zaméfena
na B-laktamové jadro a to by znamenalo riziko alergie na piinejmensim na vSechny
peniciliny. Pokud by byla pacientova imunitni reakce namifena na postranni fetézec,
muze tolerovat zakladni peniciliny, a naopak reagovat na cefalosporiny se shodnym
postrannim fetézcem, cefadroxil a cefprozil. Pozornost je potfeba vénovat také mozné

zktizené reaktivité u skupiny ampicilin — cefalexin — cefaclor. 1128333435371
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7. EXPERIMENTALNI CAST

V ramci diplomové prace probshla odborna staZ v laboratotich Ustavu klinické
imunologie a alergologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Dle tamnich
standardnich operac¢nich postupli jsou uvedeny ndasledujici postupy. Staz probéhla

s cilem seznameni se s testy prakticky.

7.1 Lymfocytadrni transformacni test
Pracovni postup:

1. Separace lymfocyt z periferni krve

2. Redéni alergent
3. Redéni lymfocyti
4. Vlastni postup
5.

Zpracovani a hodnoceni dat

Separace lymfocytii byla provedena z periferni krve, kterd byla nafedéna
Hanksovym mediem vytemperovanym na 37 °C v poméru 1:1. Nafedéna krev byla
opatrné navrstvena na separa¢ni medium ochlazené na 4 °C tak, aby krev tvorila 2/3
sloupce ve zkumavce. Natfedéna krev byla navrstvena pomalu, aby nedoslo ke smichani
obou vrstev. Zkumavka byla centrifugovana 20 min. pifi 2300 otackach/min.
za laboratorni teploty. Pasterkou byl odsan supernatant (svétle Zlutd vrstva az k vrstveé
lymfocytl, ktera byla tvofena plazmou). Stfedni bila vrstva lymfocyti byla pfemisténa
do nové oznacené zkumavky. Lymfocytarni suspenze byla promyta mediem
a centrifugovana 10 min. pfi 1600 otackach/min. Po centrifugaci byl supernatant odsan
a lymfocytarni suspenze byla jemné rozklepana. Lymfocytarni suspenze byla opét
promyta mediem a centrifugovana 7 min. ptfi 1400 otackach/min. Poté byl supernatant
odsan a suspenze jemn¢ rozklepana. Byl pfidan 1 ml media s 10% bovinnim fetalnim
sérem, ve kterém bude lymfocytarni suspenze kultivovana. Reverzné bylo napipetovano
20 pl suspenze do cytometrické zkumavky, bylo ptidano 0,5 ml fyziologického roztoku
a reverzné 25 pl suspenze polystyrenovych kulicek Flow-count. Pocet lymfocytii byl
zmeéfen na pratokovém cytometru. Dle ziskané¢ho poctu bylo pomoci vypoctové tabulky
v laboratornim systému vypocfteno mnozstvi pro spravné fedéni 1€kt a pro fedéni

lymfocyti. Do jamek sterilni mikrotitraéni desticky byla napipetovdna 2x
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nestimulovand kontrola (vzorky inkubované¢ bez 1€ku — lymfocytarni suspenze +
bovinni fetdlni sérum), 1x pozitivni kontrola (Pokeweed mitogen + lymfocytarni
suspenze) a 2x prisluSny alergen (testovany lék + lymfocytarni suspenze). Desticka
byla protfepana a inkubovana 6 dni.

Po inkubaci byly suspenze odebrany z desticky do zkumavek. Do kazdé
zkumavky byl ptfidan 1 ml lyza¢niho roztoku (NH4Cl + KHCO3 + EDTA) pro DNA
analyzu. Nasledovalo protiepani a inkubace 5 min. Zkumavky byly centrifugovany
10 min. pii 1100 otaCkach/min. Supernatant byl odstranén a bunétny sediment byl
protfepan. Byly zopakovany ptedchozi kroky (pfidani lyza¢niho roztoku, inkubace,
centrifugace a odstranéni supernatantu). Bunécny sediment byl protfepan. Bylo pfidano
500 pl promyvaciho roztoku a poté 50 pl 4% paraformaldehydu na fixaci bunécné
stény. Po 5 min. inkubaci nasledovala centrifugace po dobu 10 min. 1100 otac¢ek/min.
Supernatant byl odstranén. Do kazdé zkumavky bylo ptidano 500 ul 0,5% roztoku
tweenu pro permeabilizaci bunééné membrany, 50 ul roztoku ribonukleazy, 50 nl
barviva propidium iodidu. Zkumavky byly uzavieny vickem a byly vlozeny
do inkubatoru s CO; na 60 min. (¢as pro stechiometrické navazani propidium iodidu
na DNA).

Vzorky byly méfeny na prutokovém cytometru, bylo analyzovano 4000-5000
bunck. Mnozstvi DNA v buiikkdch bylo méfeno nepiimo, na zdklad¢ fluorescence
propidium iodidu, ktery s DNA tvoii nekovalentni komplexy. Vyhodnoceni probéhlo
pomoci softwaru Multicycle, ktery poskytl idaje o procentudlnim zastoupeni lymfocyti
a lymfoblastii v Go/G1, S a G2/M fazich bunééného cyklu. Podil proliferujicich bunék
byl dan souctem buné&k nachdzejicich se v S a G2/M fézi, uvedenym v procentech.
Vysledek byl vyjadien jako stimulaéni index SI (podil hodnoty proliferacni odpovédi
vzorku stimulovaného testovanym Ilékem a hodnota proliferacni odpovédi
nestimulovaného vzorku). Vysledek do hodnoty SI < 2 byl hodnocen jako negativni,
SI = 2-3 jako hrani¢ni a SI> 3 jako pozitivni. Kazdy pacient byl posuzovan individudlné

1 podle kontroly.
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7.2 Bazotest

Pracovni postup:

Redéni alergenti

Inkubace heparinizované krve s alergeny
Znaceni monoklondlnimi protilatkami
Lyza erytrocytl, promyti

Meéfeni na pritokovém cytometru

AN o e

Zpracovani a hodnoceni dat

m@m CE

oFlOWEXO Kit

Cat. No./ Kat. &.: ED7043

Obrazek 11 BasoFlowEx Kit — souprava Exbio pro bazotest Mzt

Souprava obsahuje: Stimulation Buffer — lyofilizovany stimulac¢ni pufr, Stimulation Control — lyofilizovany stimulant

pozitivni kontroly, Staining Reagent — koktejl protilatek anti-CD63 a anti-CD203c¢, Lysing Solution — lyzacni roztok

Byly pfipraveny cytometrické zkumavky, do kterych bylo napipetovano
50 pl stimulacniho pufru. Do prvni zkumavky, slouZici jako negativni kontrola, nebylo
pridano jiz nic. Do druhé zkumavky, slouzici jako pozitivni kontrola, byly napipetovany
2 ul stimula¢ni kontroly Exbio. Do tfeti zkumavky byl pfidan nafedény alergen.
Do vSech tfi zkumavek bylo pfiddno 100 pl cerstvé nesrazlivé heparinizované krve,

kterd byla fadné protfepana. Takto pfipravené zkumavky byly 15 min. inkubované
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ve vodni lazni temperované na 37 °C. Po skonceni inkubace byly zkumavky pfeneseny
do ledové lazné, ve které bylo do vsech tii zkumavek pipetovano 20 pl koktejlu
monoklonalni protilatky anti-CD63(FITC) a monoklonalni protilatky anti-CD203c(PE).
Vzorky byly inkubovany 15 min. v ledové lazni v dolni casti lednice. Poté byly
vyndany z lazné a bylo ptfidano 300 pl lyzacniho ¢inidla Exbio. Ponechaly se 5 minut
lyzovat pti laboratorni teploté. Do kazdé zkumavky byly dodany 3 ml destilované vody
a byly inkubovany do vycefeni cca 10 min. Nasledovala centrifugace 5 min. pii
1200 otackéach/min., supernatant se slil a sediment byl fadné roztfepan a resuspendovan
ve 2 ml PBS (fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok). Znovu probéhla centrifugace
5 min. pfi 1200 otackach/min., odstranéni supernatantu a resuspendace v 600 pl PBS.
Vzorky byly zméfeny na pritokovém cytometru. Bylo hodnoceno % CD63
pozitivnich bazofild, 10-15 % bylo hodnoceno jako hrani¢ni, >15 % jako pozitivni.
SI (podil % CD63 pozitivnich bazofilii po stimulaci alergenem a % CD63 pozitivnich

bazofili bez stimulace)> 2 oznacoval pozitivitu.
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7.3 Zdkladni popisna statistika

klinicky a laboratorné vysetieni na ambulanci Ustavu klinické imunologie a alergologie
Fakultni nemocnice Hradec Kralové za kalendaini rok 2017. Z tohoto poctu byli
vybrani pouze ti nemocni (soubor 25 pacientil), u kterych byly pro potvrzeni lékové
alergie / intolerance provedeny kozni testy pro vysokou suspekci na hrozici riziko

indikované¢ho antibiotiky. Celé tabulky, do kterych byla zapsdna data z pacientské

dokumentace, jsou k dispozici v ptiloze (ptiloha 2).

7.3.1 Pohlavi pacientl

pacientl a 5 muzii prezentovalo 20 % souboru.

Pro statistiku byla pouzita zdravotni dokumentace pacientti, ktefi byli kompletné

Ve sledovaném souboru dominovalo zenské pohlavi. 20 zen predstavovalo 80 %

Tabulka 2 Pohlavi
Pocet Podil v %

Muzi 5 20

Zeny 20 80
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

ieny muii
W pohlavi

Graf 1 Pohlavi
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7.3.2 Vék

Vékovy primér skupiny v dobé vzniku alergické reakce byl vyhodnocen na 23,48

let.

Tabulka 3 Vék

Pacient 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Vek 5 65 15 5 10 10 33 42 42 5 40 18 19
(roky)

Pacient 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 priamér
Vek 1 5 5 5 29 37 47 18 40 34 9 48 23,48
(roky)

7.3.3 Jind onemocnéni pacientt

U souboru 25 pacientll bylo zjiStovano, zda se jednd o alergiky. U 10 z nich

(40 %) byl potvrzen vyskyt alergie. Alergicka ryma se vyskytovala u 9 (36 %) pacientt.

7 (28 %) pacienti meélo astma bronchiale a 3 (12 %) atopickou dermatitidu.

Autoimunity u 7 pacientil predstavovaly 28 %.

Tabulka 4 Jina onemocnéni

) Alergicka Astma Atopicka . .
Nemoc Alergik ryma bronchiale dermatitida Autoimunity
pritomnost pocet (podil v %)
10 (40) 9 (36) 7 (28) 3(12) 7 (28)
nepfitomnost pocet (podil v %)
15 (60) 16 (64) 18 (72) 22 (88) 18 (72)
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Graf 2 Jina onemocnéni

7.3.4 Plvodce lékové alergie

wevr v

Nejcastéjsi pri¢inou byly uvadény peniciliny, a to az v 19 ptipadech (76 %).
Druhé nejcastéjsi byly aminopeniciliny, které byly u 10 pacienti (40 %) ze sledované
skupiny. Divodem reakce byly u 2 (8 %) pacientli cefalosporiny. 4x se vyskytlo
soucasné uvedeni penicilinli a aminopenicilint, 1x soucasné peniciliny a cefalosporiny

a 1x aminopeniciliny a cefalosporiny.

Tabulka 5 Pivodci 1ékové alergie

Peniciliny Aminopeniciliny Cefalosporiny

pocet reakei (podil v %)
19 (76) 10 (40) 2(8)
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Graf 3 Pivodci 1ékové alergie

7.3.5 Projevy lékové alergie

Pacientka ¢. 1 si nemohla vzpomenout na projevy reakce. U ostatnich pacientii
byly ¢asné projevy zastoupeny u 10 (42 %) pacientd. Projevy pozdni se objevily u 15

(63 %) pacientli. U jednoho pacienta byly zaznamenany jak projevy Casné, tak i pozdni.

Tabulka 6 Projevy lékové alergie

Projevy Casné Pozdni

Pocet (podil v %) 10 (42) 15 (63)
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Graf 4 Projevy lékové alergie

7.3.6 Celkové IgE a specifické IgE

Celkové IgE bylo zvyseno (> 200 IU/ml) u 3 (12 %) pacientt. Specifické IgE bylo
zastoupeno pouze u 2 (8 %) pacienti — u jednoho pro penicilin V a u druhého jak

pro penicilin V, tak i G.

Tabulka 7 IgE
zvySené celkové IgE
pocet (podil v %) 3(12)
specifické IgE
Pocet (podil v %) 2(8)

7.3.7 Bazotesty

U 14 (56 %) pacientd byl pozitivni bazotest. Z této zaznamenané pozitivity
pacientl byla pozitivita bazotestu na penicilin G u 10 pacientl s primérem reagujicich

bune¢k 20,50 %, pozitivita bazotestu na penicilin V u 8 pacientl s primérem reagujicich
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bun¢k 18,56 % a pozitivita u aminopenicilin se tykala 5 pacientd s primérem
reagujicich bun¢k 27,56 %.

Soucasnd pozitivita bazotesti pro penicilin G a penicilin V se vyskytla
u 5 pacientli, souCasnd pozitivita penicilinu G a aminopenicilinu byla zaznamenana
u 1 pacienta a 1 pacient se vyznacoval pozitivitou pro penicilin G, penicilin V
1 aminopeniciliny. Pozitivita pouze na penicilin G byla u 3 pacientd, u 2 pacientl
pozitivita pouze na penicilin V a pozitivita pouze na aminopeniciliny se vyskytla

u 2 pacientt.

7.3.8 LTT testy

W

U pacientky ¢. 2 scasnymi projevy nebyl LTT proveden. Z ostatnich
vysledkt byl LTT pozitivni u 6 (25 %) pacientl. Pozitivita LTT u penicilinu G byla
u 4 pacientii s primérnym SI 2,85. U 3 pacientii byla zastoupena LTT pozitivita
penicilinu V s primémym SI 2,7. 1 pacient mél pozitivitu LTT pro aminopeniciliny,
ktery m¢l SI 2,7. Soucasnd pozitivita byla zaznamenana pro penicilin V a penicilin G

u 1 pacienta a pro penicilin G a aminopeniciliny u 1 pacienta.

7.3.9 Kozni testy

U pacientky ¢. 1 nebyly provedeny koZzni testy, z diivodu jasné pozitivity
prokazané laboratornimi testy. Z ostatnich provedeni byla pozitivita u 10 (42 %)
pacientl. Pozitivita pro hlavni alergenni determinantu penicilinu byla potvrzena
u 7 pacientl a pro vedlejsi alergenni determinantu penicilinu u 6 pacientll. 5 pacientli
mélo prokdzanou pozitivitu pro kozni testy na penicilin G a 3 pacienti

pro aminopeniciliny.

7.3.10 Korelace mezi casnymi priznaky a pozitivitou BAT

Z 10 pacientil, kteti mé&li projevy Casné, byl prokdzan pozitivni bazotest

u 3 (30 %) z nich.

7.3.11 Korelace mezi ¢asnymi ptiznaky a pozitivitou koznich testu

Pozitivita pfi koZznich testech byla z 10 pacientd s casnymi ptiznaky

zaznamenana u 6 (60 %) z nich.
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7.3.12 Korelace mezi ¢asnymi priznaky, BAT a koZnimi testy

Ze zastupcl s Casnymi piiznaky byl pouze jeden pacient (C. 24), ktery mél

pozitivni BAT i kozni testy.

7.3.13 Korelace mezi pozdnimi priznaky a LTT

Z 15 pacientd s pozdnimi ptiznaky byla pozitivita LTT u 5 (33 %) z nich.
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7.4 Statistické analyzy nékterych vybranych proménnych
velicin

7.4.1 Metodika

Sledované proménné jsou popisovany pruméry a smeérodatnymi odchylkami

(v pfipad¢ kontinudlnich proménnych s normélnim rozdélenim), respektive mediany

a interkvartilovym rozpétim (v piipadé kontinudlnich proménnych s nenormalnim

rozdélenim). Kategoridlni proménné jsou prezentovany ¢etnostmi.

Vzajemné asociace mezi kategoridlnimi proménnymi jsou analyzovany pomoci

Pearsonova X? testu. Pro vypocet zavislosti kontinualnich proménnych na proménnych

kategorialnich byly pouzity testy: Kruskall-Wallistiv test pro vice kategorii, respektive

Mann-Whitneyiv test pro dvé kategorie.

za statisticky vyznamnou.

7.4.2 Kozni testy PNC - PPL * Projevy €asné

Hodnota p<0,05 byla povazovana

Crosstab
Projevy €asné
Ne ano Total
Kozni testy PNC — Ne Count 12 4 16
PPL % within Kozni testy
75,0% 25,0% 100,0%
PNC - PPL
% within Projevy ¢asné 92,3% 40,0% 69,6%
% of Total 52,2% 17,4% 69,6%
ano Count 1 6 7
% within Kozni testy
14,3% 85,7% 100,0%
PNC - PPL
% within Projevy ¢asné 7,7% 60,0% 30,4%
% of Total 4,3% 26,1% 30,4%
Total Count 13 10 23
% within Kozni testy
56,5% 43,5% 100,0%
PNC - PPL
% within Projevy asné 100,0% 100,0% 100,0%
% of Total 56,5% 43,5% 100,0%
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Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value Df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 7,3042 1 ,007
Continuity Correction® 5,043 1 ,025
Likelihood Ratio 7,756 1 ,005
Fisher's Exact Test ,019 ,012
Linear-by-Linear
Association 0,987 1 008
N of Valid Cases 23
a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,04.
b. Computed only for a 2x2 table
Symmetric Measures
Asymp. Std.
Value Error2 Approx. T° | Approx. Sig.

Nominal b Contingenc
Nominal ' CoefficgiJent ' 491 007
Interval by Interval Pearson's R ,564 ,167 3,126 ,005¢
Ordinal by Ordinal Spearman

. ,564 ,167 3,126 ,005¢

Correlation

N of Valid Cases 23

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

c. Based on normal approximation.

Count

Bar Chart

124

KozZnitesty PNC - PPL
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7.4.3 Koini testy PNC - MD * Projevy €asné

Crosstab
Projevy €asné
Ne ano Total
Kozni testy PNC — Ne Count 11 6 17
MD % within Kozni testy PNC
64,7% 35,3% 100,0%
—MD
% within Projevy ¢asné 84,6% 60,0% 73,9%
% of Total 47,8% 26,1% 73,9%
ano Count 2 4 6
% within Kozni testy PNC
33,3% 66,7% 100,0%
—MD
% within Projevy ¢asné 15,4% 40,0% 26,1%
% of Total 8,7% 17,4% 26,1%
Total Count 13 10 23
% within Kozni testy PNC
56,5% 43,5% 100,0%
—MD
% within Projevy ¢asné 100,0% 100,0% 100,0%
% of Total 56,5% 43,5% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 1,7762 1 ,183
Continuity Correction® ,729 1 ,393
Likelihood Ratio 1,780 1 ,182
Fisher's Exact Test ,341 ,197
Linear-by-Linear
1,699 1 ,192
Association
N of Valid Cases 23

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,61.

b. Computed only for a 2x2 table
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Symmetric Measures

Asymp. Std.
Value Error? Approx. T° | Approx. Sig.
Nominal b Contingenc
, y i g y ,268 ,183
Nominal Coefficient
Interval by Interval Pearson's R ,278 ,201 1,326 ,199¢
Ordinal by Ordinal Spearman
] ,278 ,201 1,326 ,199¢
Correlation
N of Valid Cases 23
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
c. Based on normal approximation.
Bar Chart
Projev
47 EaéneJr
Mne
Mano

Count

KozZnitesty PNC - MD

ano

Pacienti, ktefi mé&li pozitivni prick test na PNC-PPL méli v anamnéze spise

Casné projevy alergie (p=0,007), tato vazba vSak nebyla pfitomna u pacientd

s pozitivnim prick testem na PNC-MD (p=0,183).
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7.4.4 I1gE * Anamnéza alergické reakce na PNC, AMP ¢i obé antibiotika

Kruskal-Wallis Test

Ranks

anamnéza alergické reakce

(PNC, AMP, oboji) Mean Rank

celkové IgE (1U/ml) PNC 15 12,73
AMP 6 14,58
PNC+AMP 4 11,63
Total 25

BAT % reagujicich bunék PNC  PNC 15 11,07

G AMP 6 17,17
PNC+AMP 4 14,00
Total 25

BAT % reagujicich bunék PNC  PNC 15 13,00

\ AMP 6 13,83
PNC+AMP 4 11,75
Total 25

BAT % reagujicich bunék AMP ~ PNC 2 3,50
AMP 5 7,40
PNC+AMP 4 5,50
Total 11

specifické IgE PNC G (IU/ml) PNC 15 13,33
AMP 6 12,50
PNC+AMP 4 12,50
Total 25

specifické IgE PNC V (IU/ml) PNC 15 13,67
AMP 6 12,00
PNC+AMP 4 12,00
Total 25

specifické Igg AMP PNC 2 5,50
AMP 5 5,50
PNC+AMP 3 5,50
Total 10
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Test Statistics®P

BAT % BAT % BAT %
celkové IgE reagujicich bunék | reagujicich bunék | reagujicich bunék specifické IgE specifické IgE specifické IgE
(IU/ml) PNC G PNC V AMP PNC G (IU/ml) PNC V (IU/ml) AMP
Chi-
437 3,864 ,280 2,519 ,667 1,389 ,000
Square
Df 2 2 2 2 2 2 2
Asymp.
,804 ,145 ,869 ,284 717 ,499 1,000
Sig.
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: anamnéza alergické reakce (PNC, AMP, oboji)
1000
[
*24
*
300
=
E
£
2 600
e
1T]
=
S
7
£ 4007 =
@
o
200 022
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PMNC AMP PHC+AMP

anamnéza alergické reakce (PNC, AMP, oboji)

Celkovéa hladina IgE, % reagujicich bun¢k v bazotestech ¢i hladina specifického

IgE nebyla vyznamné zéavisla s vazbou na anamnézu alergické reakce na PNC, AMP

¢1 obé antibiotika. Z vysledkil 1ze dovodit, Ze druh uzZitého B-laktamového antibiotika

zasadné nesouvisel s vySe uvedenymi sledovanymi proménnymi.
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7.4.5 Celkové IgE * Projevy Casné

NPar Tests
Descriptive Statistics
Mean Std. Deviation Minimum Maximum

Doba od reakce (roky) 25 18,72 14,715 1 69
celkové IgE (1U/ml) 25 130,80 244,334 6 909
specifické IgE PNC G

25 2,3280 11,64000 ,00 58,20
(IU/ml)
specifické IgE PNC V (1U/ml) 25 2,4056 11,33220 ,00 56,70
specifické IgE AMP 10 ,0000 ,00000 ,00 ,00
BAT % reagujicich bunék

25 8,1980 13,04700 ,00 56,90
PNC G
BAT % reaguijicich bunék

25 5,9400 8,96256 ,00 24,30
PNC V
BAT % reaguijicich bunék

11 12,5273 19,13275 ,00 62,10
AMP
Negativni kontrola BAT% 25 2,0120 1,88819 ,00 4,90
pozitivni kontrola BAT % 25 43,6600 42,07372 ,00 96,70
LTT SIPNC G 24 4750 1,14825 ,00 4,40
LTT SIPNCV 24 ,3375 ,92493 ,00 3,30
LTT SI AMP 12 ,2250 77942 ,00 2,70
Projevy ¢asné 24 ,4167 ,50361 ,00 1,00

53




Mann-Whitney Test

Ranks

Projevy tasné Mean Rank Sum of Ranks

Doba od reakce (roky) ne 14 13,54 189,50
ano 10 11,05 110,50
Total 24

celkové IgE (IL/ml) ne 14 11,93 167,00
ano 10 13,30 133,00
Total 24

specifické IgE PHC G ne 14 12,00 168,00

(ILfml) ano 10 13,20 132,00
Total 24

specifické IgE PNC V (IUiml) ne 14 12,32 172,50
ana 10 12,75 127,50
Total 24

specifické IgE AMP ne 7 5,00 35,00
ana 2 5,00 10,00
Total g9

BAT % reagujicich bunék ne 14 13,00 182,00

PHNC G ano 10 11,80 118,00
Total 24

BAT % reagujicich bunék ne 14 14,29 200,00

PHC W ano 10 10,00 100,00
Total 24

BAT % reagujicich bunék ne 7 5,86 41,00

AMP ano 3 4 67 14,00
Total 10

Megativni kontrola BATY% ne 14 13,04 210,50
ana 10 595 89,50
Total 24

pozitivni kontrola BAT % ne 14 14,00 196,00
ano 10 10,40 104,00
Total 24

LTT SIPNC G ne 14 12,96 181,50
ana 9 10,50 94,50
Total 23

LTT SIPNC W ne 14 11,82 165,50
ano g 12,28 110,50
Total 23
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Test Statistics®
—

BAT % BAT %
Doba od specifické specifické reagujicich reagujicich BAT % Negativni pozitivni
reakce celkové IgE | IgE PNC G IgE PNC V specifické bunék PNC bunék PNC reagujicich kontrola kontrola LTT SI LTT sI LTT SI
(roky) (1U/ml) (1U/ml) (1U/ml) IgE AMP G v bunék AMP BAT% BAT % PNCG | Pncv | AmP
Mann-W hitney
55,500 62,000 63,000 67,500 7,000 63,000 45,000 8,000 34,500 49,000 | 49,500 60,500 | 10,500
u
Wilcoxon W 110,500 167,000 168,000 172,500 10,000 118,000 100,000 14,000 89,500 104,000 94,500 | 165,500 | 16,500
z -,852 -,469 -1,183 -,305 ,000 -471 -1,822 -,608 -2,187 -1,293 -1,452 -,322 -,612
Asymp. Sig. (2-
,394 ,639 ,237 ,760 1,000 ,637 ,068 ,543 ,029 ,196 ,146 747 ,540
tailed)
Exact Sig.
[2*(1-tailed ,403° ,666° ,7090 ,886° 1,000° ,709° ,154b ,667° ,036° ,2350 ,403° 8770 ,776°
Sig.)]
a. Grouping Variable: Projevy ¢asné
b. Not corrected for ties.
1000
G
* 24
*
800
=
E
=
2 600
=1
18]
=
«
3
o 4007
[ 1]
o
200
e

ne ano

Projevy éasné

Zajimala nés otdzka, zda vySe celkového IgE souvisi s reakci ¢asného typu,
nebot’ se jednd s naprostou prevahou o reakce IgE — mediované. Pacienti s anamnézou
polékové reakce Casného typu méli lehce zvySené hladiny celkového IgE, nicméné tento

rozdil nebyl statisticky vyznamny (p=0,639) pii malém souboru pacientti.
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7.4.6 Astma bronchiale * Projevy ¢asné

Crosstabs
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent Percent N Percent
Astma bronchiale *
Projevy dasné 24 96,0% 1 4,0% 25 100,0%
Astma bronchiale * Projevy ¢asné Crosstabulation
Projevy ¢asné
ne ano Total
Astma bronchiale Ne Count 10 7 17
% within Astma bronchiale 58,8% 41,2% 100,0%
% within Projevy ¢asné 71,4% 70,0% 70,8%
% of Total 41,7% 29,2% 70,8%
ano Count 4 3 7
% within Astma bronchiale 57,1% 42,9% 100,0%
% within Projevy ¢asné 28,6% 30,0% 29,2%
% of Total 16,7% 12,5% 29,2%
Total Count 14 10 24
% within Astma bronchiale 58,3% 41,7% 100,0%
% within Projevy ¢asné 100,0% 100,0% 100,0%
% of Total 58,3% 41,7% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square ,0062 1 ,939
Continuity Correction® ,000 1 1,000
Likelihood Ratio ,006 1 ,940
Fisher's Exact Test 1,000 ,643
Linear-by-Linear
Association 008 1 941
N of Valid Cases 24

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,92.

b. Computed only for a 2x2 table
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Symmetric Measures

Asymp. Std.
Value Error? Approx. T° | Approx. Sig.
Nominal b Contingenc
, y i g y ,015 ,939
Nominal Coefficient
Interval by Interval Pearson's R ,015 ,205 ,073 ,943¢
Ordinal by Ordinal Spearman
) ,015 ,205 ,073 ,943¢
Correlation
N of Valid Cases 24
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
c. Based on normal approximation.
Bar Chart
Projevy
casne
Bne
Hano
€
=3
=]
&
ano
Astma bronchiale
Pacienti s lékovou alergickou reakci c¢asného typu jsou vice ohrozeni

anafylaktickymi pfiznaky, mezi které patii 1 bronchospazmus. Z téchto davoda

hodnotime astmatiky jako rizikovou skupinu u ¢asnych reakci, nebot’ maji vyznamnou

bronchidlni hyperreaktivitu. V naSem souboru vsSak ve skupiné¢ astmatikii nebylo

statisticky vyznamné vyssi zastoupeni anamnézy Casnych reakci (p=0,939).
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8. DISKUSE

Pro statistiku byla vyuzita data ze zdravotni dokumentace pacienti ambulance
Ustavu klinické imunologie a alergologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové, kteii
byli za rok 2017 kompletn¢ klinicky a laboratorné vysetieni pro suspekci 1€kové alergie
indikované B-laktamovymi antibiotiky. Z tohoto poctu byl vybran soubor 25 pacientt,
pouze nemocni s provedenymi koznimi testy pro potvrzeni rizika.

Ve sledovaném souboru dominovalo Zenské pohlavi. 20 Zen pfedstavovalo
80 % pacientll a 5 muzii prezentovalo 20 % souboru. Jako jeden z rizikovych faktora
udava ve své publikaci zenské pohlavi také Baldo a Pham.® Pravdépodobna je
souvislost s genetickou predispozici.? Vékovy prumér sledované skupiny v dobé vzniku
alergické reakce byl vyhodnocen na 23,48 let. Pacienti ve véku od 20 do 49 let jsou
nejvice ohrozeni akutni alergickou reakci (pfedev$im anafylaxi) na peniciliny.®”
V mlad$im véku je imunitni systém dostate¢né aktivni a tim zvySuje riziko
senzibilizace. 2

Z hlediska komorbidit v souboru 25 pacientli, bylo zjiStovano, zda se jedna
o alergiky, u 10 znich (40 %) byl potvrzen vyskyt alergie. Alergickd ryma
se vyskytovala u 9 (36 %) pacientl. 7 (28 %) pacienti mélo astma bronchiale
a 3 (12 %) atopickou dermatitidu. Autoimunity u 7 pacientti predstavovaly 28 %. Atopie
se nezda byt hlavnim rizikovym faktorem pro vétSinu lékovych alergii. 'Y Pacienti
s astmatem vSak mohou byt pravdépodobné vice ohroZeni anafylaktickou reakci
na peniciliny, nebot’ maji vyS$si pohotovost k bronchospazmu. ©*°!

Nejcastejsi pricinou nezaddouci reakce na B-laktamova antibiotika byly v nasem
souboru uvadény peniciliny, a to az v 19 ptipadech (76 %). Druhé nejcastéjsi byly
aminopeniciliny, které byly u 10 pacientt (40 %) ze sledované skupiny. Divodem
reakce byly u 2 (8 %) pacienti cefalosporiny. 4x se vyskytlo soucasné uvedeni
penicilini a aminopenicilinli, 1x soucasné¢ peniciliny a cefalosporiny a 1x
aminopeniciliny a cefalosporiny. Alergie na penicilin a dalsi B-laktamova antibiotika
dlouhodobé¢ zaujima prvni misto v zebticku nejcastéjSich 1ékovych alergii. ¢

Z hlediska typt reakci si pacientka ¢. 1 si nemohla vzpomenout na projevy
reakce. U ostatnich pacientii byly Casné projevy zastoupeny u 10 (42 %) pacientd.
Projevy pozdni se objevily u 15 (63 %) pacientt. U jednoho pacienta byly zaznamenany

jak projevy Casné, tak i pozdni.
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V parametrech laboratornich bylo celkové IgE zvySeno (> 200 IU/ml)
u 3 (12 %) pacientd a celkové IgE se nejevi jako rizikovym faktorem pro vznik
alergické reakce na B-laktamova antibiotika. Specifické IgE bylo zastoupeno pouze
u 2 (8 %) pacientli — u jednoho pro penicilin V a u druhého mladého pacienta s reakci
v neddvné anamnéze jak pro penicilin V, tak i G. Pozitivni vysledek specifického IgE
pfi korespondujici klinice potvrzuje alergii, negativni vysledek ji nevylouci, protoze test
ma nizkou senzitivitu. 28

U 14 (56 %) pacienti byl bazotest hodnocen jako pozitivni. Z této
zaznamenané pozitivity pacientll byla pozitivita bazotestu na penicilin G u 10 pacienti
s prumérem reagujicich bunck 20,50 %, pozitivita bazotestu na penicilin V u 8 pacientli
s prumérem reagujicich bunck 18,56 % a pozitivita u aminopenicilinii se tykala
5 pacientll s prumérem reagujicich bun¢k 27,56 %. Soucasna pozitivita bazotestl
pro penicilin G a penicilin V se vyskytla u 5 pacientd, soucasna pozitivita panicilinu G
a aminopenicilinu byla zaznamenéna u 1 pacienta a 1 pacient se vyznacoval pozitivitou
pro penicilin G, penicilin V i aminopeniciliny. Pozitivita pouze na penicilin G byla
u 3 pacientd, u 2 pacientl pozitivita pouze na penicilin V a pozitivita pouze
na aminopeniciliny se vyskytla u 2 pacienta.

U pacientky €. 2 scasnymi projevy nebyl LTT proveden. Z ostatnich
vysledkt byl LTT pozitivni v niz8i mife nez bazotest, pouze u 6 (25 %) pacientd.
Pozitivita LTT u penicilinu G byla u 4 pacientd s primérnym SI 2,85. U 3 pacientl byla
zastoupena LTT pozitivita penicilinu V s primérnym SI 2,7. 1 pacient mél pozitivitu
LTT pro aminopeniciliny, ktery mél SI 2,7. Sou€asna pozitivita byla zaznamendna
pro penicilin V a penicilin G u 1 pacienta a pro penicilin G a aminopeniciliny
u 1 pacienta.

Testy in vivo jsou zasadni pro potvrzeni laboratornich nalezid, ale tyto
parametry spolu nemusi korelovat. Pouze u jedné pacientky (¢. 1) nebyly provedeny
kozni testy z divodu jasné pozitivni anamnézy potvrzenou laboratornimi parametry
(BAT, LTT). KoZni testy byly provedeny u celého souboru mimo vySe uvedené
pacientky. Z ostatnich provedeni byla pozitivita u 10 (42 %) pacienti. Pozitivita
pro hlavni alergenni determinantu penicilinu byla potvrzena u 7 pacientli a pro vedlejsi
alergenni determinantu penicilinu u 6 pacientd. 5 pacientli mélo prokazanou pozitivitu

pro koZni testy na penicilin G a 3 pacienti pro aminopeniciliny.
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Hodnotili jsme korelace mezi asnymi pifiznaky a pozitivitou BAT, popisné
z10 pacientl, ktefi méli projevy casné, byl prokdzdn pozitivni bazotest
u 3 (30 %) z nich.

Pokud jsme sledovali vzajemnou vazbu mezi ¢asnymi piiznaky a pozitivitou
koznich testl, tak 2z 10 pacientdl scasnymi piiznaky byly zaznamenany
u 6 (60 %) z nich pozitivita koznich testd. Ze zastupct s Casnymi ptiznaky byl pouze
jeden pacient (C. 24), ktery mél jak pozitivni BAT, tak 1 kozni testy.

Zajimava by mohla byt vazba mezi LTT a pozdnimi piiznaky reakce.
Z 15 pacientd s pozdnimi ptiznaky byla pozitivita LTT u 5 (33 %) z nich.

Dle popisné analyzy souboru jsme si polozili nékteré otazky a provedli jsme
statistické analyzy danych vybranych proménnych veliin (viz metodika — statisticka
analyza).

Zajimala nés otazka, zda vySe celkového IgE souvisi s reakci ¢asného typu,
nebot’ se jedna s naprostou pievahou o reakce IgE — mediované. Pacienti s anamnézou
polékové reakce ¢asného typu méli lehce zvySené hladiny celkového IgE, nicméné tento
rozdil nebyl statisticky vyznamny (p=0,639) pfi malém souboru pacientii.

Celkova hladina IgE, % reagujicich bun¢k v bazotestech ¢i hladina specifického
IgE nebyla vyznamné zavisla na anamnéze alergické reakce dle rozdé€leni jednotlivych
ATB — na PNC, AMP ¢i obé antibiotika. Z vysledki 1ze dovodit, ze druh uzitého
B-laktamového antibiotika zasadné¢ nesouvisel svySe uvedenymi sledovanymi
proménnymi (IgE, bazotest, spec.IgE).

AC se jednd o maly soubor, tak bylo zajimavym nalezem, Ze pacienti
s pozitivnim prick testem na hlavni determinantu PNC (PPL), mé&li v anamnéze spiSe
Casné projevy alergie (p=0,007), tato vazba vSak nebyla pfitomna u pacient
s pozitivnim prick testem na vedlejsi determinantu PNC (MD) (p=0,183).

Pacienti slékovou alergickou reakci casného typu jsou vice ohrozeni
anafylaktickymi pfiznaky, mezi které patii i bronchospasmus. Z téchto divodia
hodnotime astmatiky jako rizikovou skupinu u ¢asnych reakci, nebot’ maji vyznamnou
bronchidlni hyperreaktivitu. V naSem souboru vSak ve skupin¢ astmatiki nebyl nas
predpoklad potvrzen a nebylo statisticky vyznamné vyssi zastoupeni anamnézy casnych

reakci (p=0,939).
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9. ZAVER

Komplexni diagnostika Iékové alergie je obtizna a je nezbytné propojit
anamnézu, in vitro testy (bazotesty, lymfocytarni transformacni testy) a in vivo testy.
Kozni testy jsou velmi pracné a v terénu pacientd mohou byt i rizikové. Z divodu jejich
naroc¢nosti na$ hodnoceny soubor za rok 2017 byl mensi (25 pacientl). V statistickém
souboru je vénovana pozornost urcitym vazbam, jako jsou napiiklad vztah 1ékové
alergie k pohlavi a vé€ku pacientli, vztah hladiny IgE s Casnymi projevy lékové alergie
a pozornost si zaslouzi vztah projeva Casnych s prick testem na hlavni determinantu
penicilin,, kde pacienti méli v anamnéze spiSe Casné projevy alergie, tato vazba
vSak nebyla zachycena u pacientil s pozitivnim prick testem na vedlejsi penicilinovou

determinantu.
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PRILOHY



Priloha 1 Dotaznik pro anamnézu

LEKOVA HYPERSENZITIVITA

VYSETRUJiCT:
JIEI0 e
Adresa:
PACIENT:

Jméno:
Vihar
Povolani

NYNEJST ONEMOCNENT:

LEKOVA REAKCE:

oo Datum narozend:

e mereneeeeneee e eeeeeee POVOAD Lo
Rizikova skupina- 0 zdravotnik o farmaceuticky primysl o farméf o jiné / specifikujte

Cislo protokolu: ...

e PTACOVISEE
. Tel/Fax/E-mail-

Vek: o let

oo Pohlavii o M

(Lze zatrhnout vice mo#nosti, ev. zdiiraznéte podtrzenim; pofadi vyjadiete &isly)

m KOZNI PRIZNAKY:

o makulopapulézni exantém
0 makulézni exantém

0 urtikanalni exantém

m DIFERENCIALNI DIAGNOZA

0 AGEP (akutni generalizovana exantematoznd pustulOza) D ... e

0 ekzematdzni exantém

O erytema exudativum multiforme

0 bulézni exantém

O Stevens-Johnsoniv syndrom / TEN (M. Lyell)

o fixni lékovy exantém

O purpura - > pocet tromboeytl: ...
o palpovatelnd  Chemoragicko-nekrotickd
O postiZeni vnitinich organti: ...

o kontaktni dermatitis o topicka pfi¢ina o hematogenni pii¢ina o ..

o urtikaridlni vaskulitis

o JEN pruritus

O urtikarie

o angioedém / lokalizace: .
o konjunktivitis

O Jne / spectfIKace: ..o

o morfologie / lokalizace: ...

w EFT ORESCENCE- Distribuce / Dynamika ( T )

m SPOLUPUSOBICI FAKTORY:

o virové infekee: o chitpkovita o jma: ...
O horeéka

o fotosenzitivita? o ne
O stres

o fyzicka namaha

o jmé / spectfikujte: ..

D ano O neni zZnamo

= VYVOI:

Intenzita

e (N ) O O R O R A |

hod/dny

O generalizované

= GASTROINTESTINALNI A RESPIRACNI PRIZNAKY
O nauvzea / zvraceni

O prijem

o biiéni kfete

o kasel

o dysfomie
o dudnost
o piskoty / bronchospasmus

O ryma

PEFnebo FEV: .o

m PRIDRUZENE PRIZNAKY:

o postizeni: o jater o ledvin o jmé / specifikujte: ...........
o horeéka ... °C

0 maldtnost

O bolest / paleni o lokalizace: ..
O otok o lokalizace:
O artralgie / myalgie 0 lokalizace: ...
o lymfadenopatie

O jiné / specifikujte: ..

m KARDIOVASKULARNI PRIZNAKY:




o vytok z nosu o tachykardie puls: ..

o kychani O hypotenze TK: ..
0 nosni obstrukce o kolaps

0 jiné / spectfikuger ... O arytmie
O jiné / specifikujte: ...

m PSYCHICKE PRIZNAKY:

o strach / panicka reakce o zavrat’ m POSTIZENf DALSfCH ORGANT:
o mdloba

o parestezie / hyperventilace
O poceni
0 jiné / spectfikugte: ..o 0 ettt e et £ et e s e et oo et e e eeeeee

8 KLINICKY PRUBEH oo

» SUSPEKTNI LEKY:

Genericky ndzev léku = Denni dédvka / cesta podani/ | Interval mezi davkou a Predchozi 1é¢ba timto
aditiva / indikace délka terapie reakei lékem

1. O ne O neni znamo
~.mg/d; U d O ano =

piiznaky: ..o

]

O ne 0 neni Znamo
mg/d; I d D ano -

piiznaky: ...

3. one o neni znamo
Lmgld; R d O ano >

piznaky: ..o

4. O ne O neni Znamo
Lemgld; P d O ano ->

piiznaky: ..o

5. O ne O neni Znamo
Lemgld; P d O ano >

piiznaky: .o

6. O ne O neni Znamo
Lemgld; U d O ano -

0 SOUCASNA MEDIKACE: - oo o antihistaminika
o B-blokatory ...

m OPATRENI POUZITA KE ZVLADNUTI AKUTNI LEKOVE REAKCE: o bez lééby
o vysazeni suspektniho léku é. ...

o antihistaminika o lokéalné O systémové

o kortikosteroidy o lokéalné O systémové

o bronchodilatancia O lokalné O systémové

O 1ééba Soku O adrenalin O plazmaexpandéry o jiné: ...
o nahrazeni jinym lékem:

o typ / nazev: ...
O tolerance: ...
O jiné / specifikujte:
O snizeni davky (1ék ...
O jina / specifikujte

OSOBNI ANAMNEZA:

1) BYLY PODOBNE PRIZNAKY POZOROVANY I BEZ POZIVANI SUSPEKTNIHO LEKU? 0 ano o ne o neni znimo



2) OSOBNI ANAMNEZA-

O astma o autoimunita (Sjogren, Lupus atd.) o urtikaria pigmentoza / syst. mastocytoza
o nosni polypéza o lymfoproliferace (ALL, CLL, Hodgkin, atd.) o chronicka urtika
o cysticka fibroza O operace meziobratlové plotenky O HIV pozitivita
o diabetes O jatra: o e ogledviny:
O Jne / Spe et R e e
3) ALERGICKE NEMOGCT: oo oo e e e oo oo oo oo oo
(napf. polindza, atopicka dermatitida, alergie na potraviny, jed blanokiidlého hmyzu, latex atd.)
4) REAKCE NA LEKY PRI PREDCHOZIM CHIRURGICKEM ZAKROKU: ...

O zubnim o v lokalni anestezii o v celkové anestezii (pocet: ...

5) REAKCE PRI PREDCHOZIM OCKOVANT: e
o détska obrna O tetanus o zardénky o spalnicky O hepatitis B
O zaskrt O JIET oo O neni znamo

RODINNA ANAMNEZA: alergle / 1ékové alergle

POZV AN[KY

VYSETRENI: VYSLEDKY _
m AKUTNI VYSETRENT: (jiZ provedend) DATUM  VNORME PATOLOGICKE SPORNE
o Krev: oKO: o Eosinofily: o o hodnota: ... relat; .. abs. o
o dalsi: m] o hodnota: .. _relat; ... abs. o

o0 ECP (eosinof. kat. protem) m] 0 hodnota: .. u]

o CRP/FW . o o hodnota: o

o prittokova cytometrie (spemﬁku_]te ) o ul

O tryptaza u] o
olJT: o AST u] o

OALT ] o

o GGT u] o

OALP u] o
o ledviny / moé: o kreatinin o o

0 methyllistamin o ul

O JIE: o  m S o
O specidlni: 0 medidtory a metabolity

(IL-4, IL-5, IL-10, IFNY) m] o0 hodnota o

0 imunokomplexy o | m S ul

o komplement o | m o

O KOZINT DIOPSIE: Lo oo

m VYSETRENT: NEGATIVNI  POZITIVNI SPORNE ___
Kozni testy: OPrick: o u] O ¢asnar. 0O pozdnir o
o o éasnar. O pozdnir o
u] oO¢asnar. O pozdnir o
o miraderma]m _________________________________________ o oOcéasnar. O pozdnir o
o Ocasnar. O pozdnir ul
o scratch — patch: o océasnar O pozdnir o
___________________ o o casnar. O pozdnir o
u] O ¢asnar. 0O pozdnir o
O IS oo o o éasnar. O pozdnir o

Krevni testy: O celkové IgE
o specifické IgE na léky: o0 CAP o RAST

o specifické IgG / Coombsiv test piimy: . -
o Coombsuv test nepiimy: .
O jiné: .

Bunécné testy: o lymfocytam.l transformaéni test (194 1 ) U | oSL m




O test aktivace bazofili (specifikujte: )

O CAST test

O JME:
Provokacni testy: 0 lokalni anestetika: .

ONSAID: .

[m]

O aspirin

O paracetamol

0 nimesulid

o B-laktamova antibiotika: ...

O0o0ooooo0oooao
oooDooDooooooao

Ojné: ...

INTERPRETACE:

o reakce L typu (IgE mediovand)

o reakce II typu (protilatkanm mediovana)
o reakee IIT. typu (imunokomplexova)

o reakce IV. typu (bunééna, pozdni)

O cytotoxicka reakee, bunééna

O pseudoalergicka reakce

o farmakologicka reakce

o psychofyziologicka reakce

OJIN&T

m SKALA PRAVDEPODOBNOSTI PRICINNEHO VZTAHU MEZI LEKEM A REAKCT:
(na skale vyznacte 1ék pismenem)

Jisty pravdépodobny mozny nejisty nesouvisejici / nehodnotitelny
| I | I |
| ! ! | ! |

Specifikuyte: ..

0 POSILANO HLASENI? oune Dano  Okomu?: .o datum: ..

POZNAMKY: ..
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Priloha 2 Kompletni tabulky s daty pacientské dokumentace
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