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Conjunctival provocation test with standardised allergens extracts

Abstract

The conjunctival provocation test (CPT) is used to evaluate the ocular effects induced by allergen after topical application on
the surface of the eye. This review summarizes the indications to CPT, technical aspects of the test, the criteria of inclusion
and exclusion to CPT, the role of tear inflammatory mediators in the pathogenesis of the ocular allergic response. Presented
are also the results of the latest clinical and experimental studies and new achievements in DNA technology.
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Streszczenie
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Préba prowokacji spojowek (CPT) jest badaniem, w ktérym ocenia si¢ odpowiedz alergiczna narzagdu wzroku na dospojéwko-
we podanie alergenu. W pracy oméwiono zastosowanie CPT, metodyke jej wykonania, ocene objawéw klinicznych, dziata-
nia niepozadane, a takze zmiany w sktadzie tez. Przedstawiono réwniez wyniki ostatnich badan klinicznych z zastosowaniem
CPT oraz kierunki rozwoju i najnowsze osiggniecia biologii molekularne;.

Stowa kluczowe: spojéwka, alergiczne zapalenie spojéwek, préba prowokacji spojowek, alergeny

Wprowadzenie

Préba prowokacji spojéwek (CPT, conjunctival
provocation test) jest badaniem, w ktérym ocenia sie
nasilenie objawéw ocznych po podaniu okreslonej
substancji (najczesciej alergenu) do worka spojow-
kowego. W praktyce prébe te stosuje sie gléwnie
w rozpoznawaniu choréb alergicznych oczu [1].
W przypadku préby dodatniej stwierdza sie obja-
wy podobne do wystepujacych w alergicznym za-
paleniu spojéwek [2].

Wskazania do wykonania CPT

Préba prowokacji spojowek jest wskazana
u 0s6b z dodatnimi wynikami punktowych testow
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skoérnych (SPT, skin prick test), u ktérych wywiad
i objawy oczne wskazuja na alergie (w celu potwier-
dzenia istotnosci klinicznej danego alergenu) oraz
u pacjentéw, u ktérych wystepuja rozbieznosci po-
miedzy wywiadem a wynikami SPT (w celu iden-
tyfikacji patogennego alergenu). Badanie nalezy
przeprowadzi¢ w okresie wolnym od dolegliwo$ci
lub w okresie remisji. Nasilenie reakcji alergicznej
ze strony spojéwek po CPT umozliwia ostateczne po-
twierdzenie rozpoznania i podjecie decyzji o wpro-
wadzeniu leczenia, na przyktad immunoterapii [3].

Istnieja doniesienia o dodatnich wynikach
CPT u o0s6b z ujemnymi wynikami SPT, z podej-
rzeniem alergicznych objawéw ocznych bez udo-
kumentowanej choroby atopowej [1]. Spojéwki sa
w takiej sytuacji jedynym wrazliwym na alergen
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regionem organizmu, a we lzach zwykle stwierdza
sie przeciwciata typu IgE. W takich przypadkach
jednak wazne jest wykluczenie innej choroby lub
toksycznego dziatania wyciggu alergenowego
przed ostatecznym rozpoznaniem alergicznego
zapalenia spojéwek.

Inne zastosowanie CPT

Prébe prowokacji spojowek wykorzystuje sie
takze do oceny i por6wnania skutecznosci lekéw
przeciwzapalnych, przeciwhistaminowych oraz
obkurczajacych naczynia krwionoéne [4, 5]. Ocene
skutecznosci dziatania nowych preparatéw stoso-
wanych w sezonowym zapaleniu spojéwek wyko-
nuje sie w okresie aktywnosci choroby. Nalezy wéw-
czas dokladnie okresli¢ pore roku najbardziej od-
powiednig do przeprowadzenia badania [4].

Metodyka wykonania CPT

Prowokacje zawsze poprzedzaja badania inter-
nistyczne i okulistyczne [6]. W ciggu jednego dnia
mozna oceni¢ najwyzej 2 alergeny. Prowokacja
drugim alergenem moze by¢ wykonana tylko wte-
dy, gdy reakcja na pierwszy alergen nie byla sil-
niejsza od reakcji na roztwér kontrolny (zazwyczaj
uzywa sie rozcienczalnika stosowanego do wytwa-
rzania roztworéw alergenowych). Najpierw zakra-
pla sie do dolnej czeéci worka spojéwkowego ,,oka
kontrolnego” 50 ul rozcienczalnika. Jezeli nie wy-
stapi reakcja, do worka spojéwkowego ,,oka bada-
nego” podaje sie 50 ul wyciagu alergenowego
o najnizszym stezeniu (1000 BE). Najczesciej od-
powiedZ na prowokacje ocenia sie na podstawie
klinicznych objawéw: swedzenia, obrzeku, zaczer-
wienienia i 1zawienia. Jezeli po 10-20 minutach
wynik badania jest negatywny, prowokacje powta-
rza sie. Wykonuje sie ponowna prébe z kontrolnym
roztworem, a do ,oka badanego” zakrapla sie wy-
cigg alergenowy o wyzszym stezeniu (10 000 BE).
Jesli nie obserwuje sie objawéw zapalenia spojé-
wek, wynik CPT uwaza sie za ujemny [7].

Technika wykonania CPT w celu oceny i po-
réwnania skutecznosci lekow stosowanych dospo-
jéowkowo rézni sie od wyzej opisanej prowokacji
spojowek stuzacej do ustalenia czynnika wywolu-
jacego objawy zapalenia alergicznego. W przypad-
ku oceny skutecznoéci lekéw badanie kliniczne
skltada sie z kolejnych wizyt, podczas ktérych wy-
konuje sie obuoczna CPT zgodnie z dodatnimi wy-
nikami SPT. Obuoczna prowokacja pozwala uzy-
skaé symetryczng reakcje zapalna, niezbedna do
oceny skutecznosci badanego preparatu. Podczas
pierwszej wizyty, stosujac coraz wieksze stezenia

alergenu, osigga sie progowa reakcje alergiczna.
Podczas drugiej wizyty, 3 dni p6zniej, wykonuje
sie CPT z najwyzszym stezeniem alergenu, ktore
wywolalo dodatni wynik CPT, aby potwierdzi¢ po-
wtarzalno$é reakcji alergicznej i wyeliminowacd
efekt kumulacji dawek alergenu. Podczas trzeciej
wizyty, po kolejnych 3 dniach, chory otrzymuje
badany lek do jednego oka, a placebo do drugiego.
Po 10 minutach wykonuje sie obuoczna CPT
wczeéniej okreslona dawka alergenu. Opisang pro-
cedure wykonuje sie z zastosowaniem metody po-
dwdjnie Slepej préby.

Wystepowanie objawéw reakcji alergicznej
ocenia sie w 3., 10. i 20. minucie po prowokacji za
pomoca skali Abelsona. W celu oceny czasu dzia-
tania leku podanego dospojéwkowo powtarza sie
prowokacje alergenem 4 godziny p6Zniej [8].

Niektérzy autorzy zalecaja wydluzenie okresu
pomiedzy kolejnymi wizytami, na przyktad z 3 do
7 dni, aby zmniejszy¢ prawdopodobiefistwo wysta-
pienia naktadania sie reakcji alergicznej po CPT [1].

W przypadku CPT wykonywanego w celu roz-
poznania uczulajacego alergenu wyciagi alergeno-
we do prowokacji dospojéwkowej, w postaci liofi-
lizatu, nalezy rozpusci¢ przy uzyciu dostarczone-
go przez producenta rozcieniczalnika bezposérednio
przed prowokacja. Do prowokacji wykorzystuje sie
pojedyncze alergeny. Zawarto$é alergenu okresla
sie w jednostkach biologicznych, zgodnie z mie-
dzynarodowymi standardami. Dawka alergenu do
prowokacji diagnostycznych jest podana przez pro-
ducenta — jest ona nizsza niz w wyciagach stoso-
wanych w SPT. Natomiast do cel6w naukowych
z reguly stosuje sie wyzsze dawki [1].

Ocena objawow klinicznych

Istnieje wiele metod oceny nasilenia reakcji
spojowek po prowokacji alergenem, takich jak
stopniowanie reakcji klinicznej, pomiar tempera-
tury spojéwek, badanie cytologiczne i pomiar ste-
zenia mediatoréw reakcji zapalnej we tzach [1].

Metoda oceny objawéw klinicznych wedlug
Abelsona [8] polega na monitorowaniu nastepujacych
objawéw: zaczerwienienia (0-3+), chemozy, czyli
obrzeku spojéwek (0-3+), tzawienia (0-3+), swigdu
(0-4+). Préba jest dodatnia, jesli wystepuje nasilony
$wiad (= 2+) i zaczerwienienie (= 1+) lub laczna
ocena wszystkich objawéw wynosi co najmniej 3+.

Riechelmann i wsp. [7] zastosowali skale stop-
niowq:

0 brak subiektywnej reakcji i widocznych obja-
wWOw;
I swedzenie, zaczerwienienie, uczucie obecno-

§ci ciata obcego;
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II stopien I oraz lzawienie, nastrzykniecie spo-
jowki galki ocznej i mieska;
III stopien II oraz nacieczenie spojowki tarczki

i $wiattowstret;

IV stopien III oraz obrzekowe nacieczenie spo-
jowki (chemoza) i obrzek powiek.

Wynik CPT jest uwazany za dodatni, jesli ob-
jawy odpowiadaja co najmniej I stopniowi wedtug
Riechelmanna. Zwykle dodatnia reakcja rozwija sie
po 2-3 minutach. Uczucie §wiadu jest najczesciej
pierwszym objawem odpowiedzi, ale moze tez by¢
wynikiem nieswoistego podraznienia (wynik CPT
falszywie dodatni), wéwczas §wiad jest odczuwa-
ny réwniez w ,,oku kontrolnym” [7].

Dziatania niepozadane

W trakcie wykonania CPT istnieje ryzyko na-
silonej reakcji miejscowej, a nawet ogélnej. Pod-
czas badania chory powinien sie znajdowaé¢ pod
stalg obserwacja lekarskg. W razie nasilonej reak-
cji miejscowej nalezy przeptuka¢ worek spojéwko-
wy roztworem soli fizjologicznej, a nastepnie moz-
na podac krople obkurczajgce naczynia. Przy wy-
stapieniu reakcji ogdlnej konieczne jest podanie ad-
renaliny domiesniowo.

Zmiany w sktadzie tez po wykonaniu CPT

Préba prowokacji spojéwek umozliwia pozna-
nie patofizjologii ocznej reakcji alergicznej, odpo-
wiedzi komoérkowej oraz uwolnienia mediatoréw
reakcji zapalnej.

W sezonowym zapaleniu spojowek alergen
zakroplony do worka spojéwkowego wywotuje IgE-
-zalezng degranulacje komérek tucznych, typowa
odpowiedz alergiczna typu I z obrzekiem spojo-
wek, zaczerwienieniem, wodnistg wydzieling
i éwiadem. W calorocznym zapaleniu spojéwek
swoiste IgE przeciwko epitopom kurzu domowego
wykrywa sie we lzach, potwierdzajac, ze jest to
odpowiedZ natychmiastowa typu I, zwykle krétko-
trwata i niekoniecznie prowadzaca do przediuzo-
nego stanu zapalnego.

Préba prowokacji alergenem moze wywotaé
takze reakcje op6zniona, zaczynajaca sie 4—6 godzin
po podaniu alergenu. Wiaze sie to ze znacznym
wzrostem nacieku eozynofili i bazofili w §luzéwce,
co ttumaczy wystepowanie objawéw stanu zapal-
nego utrzymujacego sie przez dluzszy czas [2, 9].

Bezposrednio po wykonaniu CPT mozna wy-
kry¢ we Izach wzrost mediatoréw reakcji zapalnej:
histaminy, serotoniny, heparyny, tromboksanéw,
leukotrien6w B4, C4, D4, kinin, PGD2 oraz aktyw-
noéci esterazy i tryptazy [1, 6]. Badanie sktadu lez

jest uzyteczng metoda w diagnostyce alergii oka.
Podczas reakcji alergicznej we tzach wystepuja
przeciweciala IgE i wysokie stezenie tryptazy, a tak-
ze interleukiny 4 (Il-4, interleukin 4) [10, 11].

Préba prowokacji spojéwek jest idealnym
modelem do badania udziatu nabtonka w zapale-
niu alergicznym. Przeprowadzono liczne badania
reakcji op6Znionej za pomoca prowokacji spojéwek
alergenem i stwierdzono, ze jest ona zalezna od
dawki. Niskie stezenia antygenu powoduja wysta-
pienie natychmiastowej nadwrazliwos$ci z charak-
terystycznymi objawami klinicznymi, obecno$cia
neutrofili i eozynofili w zeskrobinach spojéwko-
wych. Ta reakcja nastepnie stopniowo wygasa
i zanika w ciggu godziny po prowokacji. Wysoka
dawka antygenu wywoluje intensywna reakcje kli-
niczng z wyraznym naciekiem neutrofilowym,
a objawy utrzymuja sie znacznie diuzej i zanikaja
po 24-48 godzinach [1, 2].

Woyniki badan klinicznych

Garcia Robaina i wsp. [12] zastosowali CPT
i prébe prowokacji oskrzeli (BPT, bronchial provo-
cation test) alergenami Blomia tropicalis i Derma-
tophagides pteronyssinus u chorych na alergiczne
zapalenie blony §luzowej nosa i spojéwek i/lub na
astme oskrzelowa, uczulonych na kurz w ocenie
reakcji krzyzowej pomiedzy tymi alergenami. Wy-
konali 64 préby prowokacji spojéwek u 32 pacjen-
téw (32 CPT z Dermatophagides pteronyssinus i 32
CPT z Blomia tropicalis) oraz 30 préb prowokac;ji
oskrzeli u 15 chorych na astme oskrzelowa (po 15
z kazdym z alergenéw). Uzyskali: 79,7% dodatnich
wynikéw CPT (51 na 64 przeprowadzonych CPT),
w tym 62,5% u os6b uczulonych na Blomia tropi-
calis (u 20 na 32 chorych) i 100% u os6b uczulo-
nych na Dermatophagides pteronyssinus (u 31 cho-
rych); 76,6% dodatnich wynikéw BPT (23 na
30 przeprowadzonych BPT), w tym 81,8% u os6b
uczulonych na Blomia tropicalis (u 9 z 11 chorych)
i 93,3% u uczulonych na Dermatophagides ptero-
nyssinus (u 14 na 15 badanych). Chorzy uczuleni
na oba alergeny wykazywali dodatnia BPT tylko
na 1z nich (u 1 osoby uzyskano dodatni wynik BPT
z Blomia tropicalis). Stwierdzono, ze pomimo ist-
nienia alergicznej reakcji krzyzowej miedzy bada-
nymi alergenami in vitro, objawy kliniczne wywo-
lane inhalacja antygenu sa swoiste.

Brito i wsp. [13] opisali wykonanie CPT i BPT
w celu identyfikacji uczulajacego alergenu Vitis
vinifera u chorego na alergiczne zapalenie blony
§luzowej nosa i spojéwek oraz astme oskrzelowa,
uczulonego na pylek winorosli. Po uzyskaniu do-
datnich wynikéw SPT i sIgE przeprowadzili pré-
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by prowokacji CPT i BPT, uzyskujac pozytywne
wyniki.

Reijula i wsp. [14] w swoim badaniu zastoso-
wali CPT w ocenie czesto$ci wystepowania alergii
na grzyby, gtéwnie Alternaria alternata i Cladospo-
rium herbarum, u 0s6b z jej podejrzeniem. Uzyskali
dodatnie wyniki SPT z Alternaria alternata u 2,8%
badanych, z Cladosporium herbarum u 2,7%. Pr6-
be prowokacji spojowek przeprowadzono u oséb
z objawami alergicznego zapalenia blony sluzowej
nosa i spojéwek oraz dodatnimi wynikami SPT,
uzyskujac: dodatniag CPT u 57% (u 4 z 7 pacjen-
téw) uczulonych na Alternaria alternata i u 85,7%
(u 6 na 7 pacjentéw) uczulonych na Cladosporium
herbarum.

Mortemousque i wsp. [15] wykorzystali CPT
do oceny skutecznosci i bezpieczenstwa stosowa-
nia swoistej immunoterapii podjezykowej u pa-
cjentéw z catorocznym zapaleniem spojoéwek po-
wodowanym przez alergeny kurzu (u 26 chorych
w grupie badanej oraz u 19 os6b w grupie kontro-
Inej). Rozpoznanie potwierdzono, wykonujac SPT
z wyciggami alergenowymi Dermatophagides pte-
ronyssinus i Dermatophagoides farinae, oznacza-
jac sIgE w surowicy oraz wywolujac objawy zapa-
lenia spojéwek za pomocg CPT. Prébe prowokacji
spojowek wykonano u kazdego pacjenta przed le-
czeniem oraz po 6, 12, 18 i 24 miesigcach immu-
noterapii. Badanie przeprowadzano z zastosowa-
niem alergenu Dermatophagides pteronyssinus
w zwiekszajacych sie stezeniach, a objawy ocenia-
no 10 minut po podaniu alergenu. Autorzy wyka-
zali zwiekszenie stezenia wyciggu alergenowego,
ktéry wywolywat dodatnig reakcje w CPT oceniana
wedlug Abelsona na co najmniej 5 punktéw, z 8,2 IR
(index of reactivity) przed rozpoczeciem leczenia
do 21,7 IR po 2 latach stosowania swoistej immu-
noterapii. W grupie os6b otrzymujacych placebo
nie wykazano zmiany stezenia roztworu alergenu
wywolujacego dodatni wynik CPT, wynosito ono
8,1 IR. Suma punktéw w skali oceniajacej nasile-
nie objawow zapalnych po CPT byla nizsza wéréd
pacjentéow otrzymujacych szczepionke po 18 i 24
miesigcach terapii. Badanie to potwierdzilo war-
toé¢ CPT w ocenie skutecznosci leczenia alergii.

Ciprandi i wsp. [16] zastosowali CPT w oce-
nie nadreaktywnos$ci na histamine u os6b z aler-
gicznym zapaleniem spojéwek, wywolywanym
przez Dermatophagides pteronyssinus lub Pariete-
ria judaica. W badaniu wzieli udziat chorzy z udo-
kumentowanym alergicznym zapaleniem spojé-
wek, trwajacym od co najmniej 2 lat (dodatnie
wyniki SPT, testu radioalergosorpcji [RAST, radio-
allergosorbent test] [sIgE], CPT z odpowiednim aler-
genem). Podawano 10 ml chlorowodorku histaminy

do worka spojéwkowego prawego oka w 10-minu-
towych odstepach, w stezeniach wzrastajacych (od
0,005 do 0,3 mg/ml), az do osiagniecia dawki pro-
wokujacej (takiej dawki, ktéra wywotuje odpo-
wiedz kliniczng wyrazonag intensywnym prze-
krwieniem spojéwki), a roztwor albuminy (0,03%)
do worka spojéwkowego lewego. Autorzy wykazali
nadreaktywno$¢ na histamine tylko w grupie pa-
cjentéw uczulonych na Dermatophagides pteronys-
sinus, co powigzali z istnieniem minimalnego prze-
trwatego stanu zapalnego spojowek u tych oséb.

Bacon i wsp. [2] zastosowali CPT do oceny se-
krecji mediatoréw reakcji zapalnej odpowiedzi
typu I i reakcji op6Zznionej we tzach u chorych na
sezonowe zapalenie spojowek. Po wykonaniu SPT
podano odpowiedni alergen badZ mieszanke aler-
genéw w kroplach o objetosci 30 ul do worka spo-
jowkowego badanego oka, a do przeciwnego — roz-
cieniczalnik jako substancje kontrolng. Autorzy po-
twierdzili, ze komérki tuczne sa odpowiedzialne
za reakcje wczesna (wysokie stezenia histaminy
i tryptazy we tzach), a bazofile sa zaangazowane
w reakcje opdzniona. Podobne badanie nad obec-
noscia mediatoréw reakcji zapalnej we tzach prze-
prowadzili Vesaluoma i wsp. [10]. Oceniali oni za-
warto$¢ czynnika martwicy nowotworéw a (TNFe,
tumor necrosis factor alpha) we 1zach u oséb z roz-
poznana atopia przed wykonaniem CPT i po ba-
daniu. Autorzy stwierdzili, ze TNF« jest mediato-
rem wczesnej odpowiedzi alergicznej po przepro-
wadzeniu CPT.

Prébe prowokacji spojéwek mozna stosowacd
w ocenie skutecznosci przeciwalergicznej kortyko-
steroidéw ocznych i ustalaniu najefektywniejsze-
go stezenia preparatu. Abelson i wsp. [4] przepro-
wadzili takie badanie w 2 etapach. Najpierw oce-
nili uzytecznosé¢ CPT w ocenie skutecznosci dzia-
tania preparatu kortykosteroidowego, stosujgc go
przez 28 dni do jednego oka, a placebo do oka dru-
giego i przeprowadzajac CPT z uczulajacym aler-
genem w 0., 7., 21. i 28. dniu. Oceniali nasilenie
objawéw alergicznego zapalenia spojéwek wyste-
pujacych po prowokacji w 3., 10. i 20. minucie.
Nastepnie zastosowali CPT do oceny skutecznosci
réznych stezen kortykosteroidu, por6wnania ich
dzialania i wyznaczenia najefektywniejszej dawki
leku.

Kierunki rozwoju

W ostatnich latach rozw6j biologii molekular-
nej umozliwit uzyskanie rekombinowanych czaste-
czek alergenéw do celéw diagnostycznych i tera-
peutycznych. Produkuje sie zestawy rekombinowa-
nych alergenéw zawierajace kompleksy epitopéow
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odpowiadajace naturalnie pozyskiwanym alerge-
nom. Wyciagi alergenowe do prowokacji sa prze-
chowywane i przygotowywane tak samo jak trady-
cyjne ekstrakty alergenéw. Przy prowokacji kilko-
ma alergenami zaleca sie przeprowadzenie bada-
nia wyciggami poszczegélnych rekombinowanych
alergen6ow w 2-tygodniowych odstepach [17]. Van
Hage-Hamsten i Pauli [17] wykorzystali CPT jako
metode oceniajaca aktywnos$é biologiczna nowych
alergenow pytku brzozy, izoform rBet v 1airBet v 1d.
Przeprowadzili préby prowokacji spojowek wsrod
pacjentéw uczulonych na pytek brzozy obydwo-
ma izoformami alergenu. Zaden z pacjentéw
nie zareagowal na rBet v 1d, natomiast rBet v 1a
wywolal dodatni wynik CPT u 68,75% 0s6b (u 33 na
48 badanych) w najwyzszym stezeniu (10 ug/ml);
w nizszych stezeniach u Zadnego z pacjentéw nie
stwierdzono dodatniego wyniku testu. Autorzy za-
sugerowali, ze rBet v 1d mégltby by¢ wykorzysty-
wany w immunoterapii swoistej u oséb z alergia
na pylek brzozy [17].

Mimo Ze préby prowokacji spojéwek od daw-
na sg powszechnie wykorzystywane, istnieja pew-
ne niedoskonatosci w ocenie objawéw spojéwko-
wej odpowiedzi zapalnej. Stosowanie wielu metod
tej oceny wskazuje, ze zadna nie jest w pelni obiek-
tywna i powtarzalna [1]. Nadal poszukuje sie tak
zwanego zlotego standardu, ktéry w sposéb pro-
sty, pewny i niedrogi pozwoli uzyska¢ obiektyw-
ne i powtarzalne wyniki tej niezbednej w diagno-
styce alergii oka préby [18].
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