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Abstract 
Recent studies have shown that local up-regulation of Th2

cytokines and handicap of IFN-γ and TNF-α production under
inflammatory conditions increase susceptibility of AD skin to
microorganism. The aim of this study was to determine
whether different density of S. aureus colonizing two different
sites (lesional and non-lesional skin areas), and clinical
condition of AD patients have any impact on Th1 and Th2
cytokine profiles. Cell culture supernatants of peripheral blood
mononuclear cells from AD patients and control group were
collected following SEB stimulation. The number of bacteria
was determined by colony forming unit method. IFN-γ, 
TNF-α, IL-2, IL-4, IL-5, and IL-10 was evaluated using

Streszczenie
Wykazano, ¿e konsekwencj¹ zwiêkszonej podatnoœci skó-

ry atopowej na zaka¿enia jest obni¿ona produkcja IFN-γ i
TNF-α przy równoczeœnie wysokim poziomie cytokin Th2
w skórze. Zbadano produkcjê cytokin Th1 i Th2 przez
PBMCs po aktywacji SEB od chorych z AZS ró¿ni¹cych siê
gêstoœci¹ kolonizacji skóry zmienionej i niezmienionej przez
S. aureus i stanem klinicznego zaawansowania (SCORAD
index). Liczbê bakterii kolonizuj¹cych skórê okreœlano me-
tod¹ colony forming unit. Produkcjê cytokin w supernatan-
tach z hodowli limfocytów T oznaczono metod¹ ELISA i przy
pomocy zestawu Cytometric Bead Array Kits. Chorych
oceniano pod wzglêdem wieku, p³ci, stopnia ciê¿koœci AZS
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specific ELISA and Human Th1/Th2 Cytokine Cytometric
Bead Array. The patients were characterized by age, sex,
severity scoring of AD, and serum eosinophil cationic protein.
Twenty three (62.2%) among 37 of AD patients were positive
for S. aureus cultured from both sites of the skin.
SEB-stimulated PBMCs from patients with high density of 
S. aureus on involved (log>7.14) and uninvolved (log>5.48)
skin had significantly reduced amount of IFN-γ and TNF-α
production than normal non-AD individuals (P<0.001 and
P<0.05, respectively). Although the production of IFN-γ and
TNF-α by AD patients was significantly lower than healthy
controls, the production of IL-4 and IL-5 was not increased
in SEB-stimulated cultures. The severity scores, but not the
density of S. aureus, negatively correlated to IFN-γ
production (P<0.01). S. aureus skin colonization in AD
patients although correlated to the severity of symptoms have
an impact on patient’s T-cell responsiveness to SEB. 

Key words: atopic dermatitis, cytokine, T-cells, staphylococcal
colonization, S. aureus, superantigen. 

i poziomu eozynofilowego bia³ka kationowego w surowicy.
Obecnoœæ S. aureus na skórze atopowo zmienionej i niezmie-
nionej wykazano u 23 atopików (62,2%) spoœród 37 bada-
nych. Chorych z wysok¹ kolonizacj¹ skóry zmienionej
(log>7,14) i niezmienionej (log>5,48) charakteryzowa³a
znamiennie obni¿ona produkcja IFN-γ (P<0,001) i TNF-α
(P<0,05) w porównaniu do osób bez cech atopii. Pomimo i¿
produkcja IFN-γ i TNF-α u pacjentów z AZS by³a istotnie
ni¿sza w porównaniu z grup¹ kontroln¹ osób zdrowych, nie
wykazano zwiêkszonej produkcji IL-4 i IL-5 przez limfocyty
T krwi obwodowej, stymulowane SEB. Pomimo wykazanej
ujemnej korelacji miêdzy wartoœciami SCORAD index a pro-
dukcj¹ IFN-γ (P<0,01) sugeruje siê, ¿e gêstoœæ kolonizacji
gronkowcem w obrêbie skóry zmienionej i niezmienionej
u chorych na AZS ma wp³yw na odpowiedŸ limfocytów T ak-
tywowanych przez SEB. 

S³owa kluczowe: atopowe zapalenie skóry, cytokiny, lim-
focyty T, S. aureus, kolonizacja gronkowcem, superantygen. 

(PDiA 2004; XXI, 4: 180–189) 

Wprowadzenie 

Atopowe zapalenie skóry (AZS) jest przewlek³¹ i na-
wrotow¹ dermatoz¹ zapaln¹, której towarzyszy wybitny
œwi¹d i charakterystyczny obraz zmian skórnych. W ba-
daniach nad tym schorzeniem wskazywano na kluczow¹
rolê limfocytów T CD4+ w nasileniu alergicznego stanu
zapalnego skóry, a szczególnie na brak równowagi po-
miêdzy subpopulacjami limfocytów Th 1 i Th 2 [1, 2].
Charakterystyczna dla AZS jest przewaga funkcjonalna
subpopulacji limfocytów Th2 CD4+ w ostrym okresie
choroby. Zwiêkszona jest nie tylko produkcja cytokin
promuj¹cych rozwój zapalenia alergicznego i nasilaj¹-
cych wytwarzanie IgE, ale tak¿e ekspresja receptorów
dla IL-4 i IL-5 na komórkach w ognisku chorobowym
[3]. Zmiany profilu produkowanych cytokin w AZS zo-
sta³y wykazane zarówno w odniesieniu do komórek krwi
obwodowej [4–6], jak i lokalnie naciekaj¹cych skórê [7]. 

W ostatnim czasie ukaza³y siê prace podkreœlaj¹ce
tak¿e znacz¹c¹ rolê cytokin Th2 w zwiêkszaniu podatno-
œci skóry chorych na AZS na czynniki infekcyjne [7, 8].
Najwiêcej uwagi poœwiêcono kolonizacji zmian skórnych
przez szczepy z gatunku Staphylococcus aureus i jej zna-
czeniu w patogenezie choroby [9]. U chorych na AZS
gronkowce wystêpuj¹ w 75–100% w obrêbie zmian skór-
nych [10], a w 30–50% w obrêbie skóry niezmienionej
[11]. Szczepy z gatunku S. aureus podtrzymuj¹ alergicz-
ny stan zapalny skóry w AZS, wydzielaj¹c egzotoksyny
o aktywnoœci superantygenów [12]. Superantygeny, w tym
gronkowcowa enterotoksyna typu B (SEB), aktywuj¹ lim-
focyty T do produkcji licznych cytokin, w tym czynnika
martwicy nowotworów (TNF), interleukiny 2 (IL-2), 
IL-4, IL-5, IL-6 oraz interferonu-gamma (IFN-γ), które

mog¹ nasilaæ stan zapalny skóry atopowej [13, 14]. Lin
i wsp. [15], stosuj¹c barwienie cytoplazmatyczne wyka-
zali, ¿e limfocyty T CD4+ pacjentów chorych na AZS
w hodowlach aktywowanych SEB, w przeciwieñstwie do
zdrowych dawców, produkowa³y znamiennie wiêcej 
IL-4 ni¿ IFN-γ. Campbell i wsp. [16] wykazali, ¿e zna-
miennie obni¿ony odsetek limfocytów T CD2+ produku-
j¹cych IFN-γ, jak i zredukowana wewn¹trzkomórkowa
synteza tej cytokiny po stymulacji SEB i zabitym szcze-
pem gronkowca, korelowa³a ze stopniem nasilenia obja-
wów klinicznych u dzieci chorych na AZS. Badania te
potwierdzi³y wczeœniejsze obserwacje Byrona i wsp. [17],
którzy donieœli, ¿e jednoj¹drzaste komórki krwi obwo-
dowej (PBMCs) chorych w ostrej fazie klinicznego za-
awansowania uwalniaj¹ w modelu in vitro mniej IFN-γ
po aktywacji nieswoistym stymulatorem – fitohemaglu-
tynin¹ (PHA), w porównaniu do stê¿eñ tej cytokiny
w grupie osób bez cech atopii. 

W ostatnich badaniach Nomura i wsp. [7] oraz Ong
i wsp. [8] wykazali, ¿e konsekwencj¹ obni¿onej produkcji
IFN-γ i TNF-α w skórze jest zwiêkszona podatnoœæ skó-
ry chorych na AZS na infekcje S. aureus przy równocze-
snym wzroœcie produkcji IL-4 i IL-13. W badaniach w³a-
snych [18] potwierdzono wczeœniejsze obserwacje [19,
20], ¿e gêstoœæ kolonizacji skóry zmienionej przez S. au-
reus znamiennie koreluje z nasileniem objawów klinicz-
nych wyra¿onych wartoœci¹ SCORAD. 

Cel pracy

W tym kontekœcie interesuj¹ca wydawa³a siê ocena
produkcji cytokin Th1 i Th2 przez PBMCs u chorych
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Tab. 1. Charakterystyka kliniczna chorych z atopowym zapaleniem skóry

Ogó³em (N=37) Kobiety (N=20) Mê¿czyŸni (n=17) 

œredniaa) zakres œrednia zakres œrednia zakres

wiek, lata 20,3 6–62 17,2 6–41 22,9 9–62

czas trwania AZS (lata) 14,1 2–30 12,4 3,5–30 15,5 2–30

SCORAD index 50,2 21–84 49,8 21–84 50,6 24–73

IgE (kU/l) b) 1 896,1 2,5–26 256 2 369,7 2,5–26 256 1 493,6 21,1–10 244

ECP (µg/l) c) 35,7 2,44–93,5 42,7 6,11–93.5 29,7 2,44–75,3

aNie wykazano ró¿nic statystycznie znamiennych pomiêdzy kobietami a mê¿czyznami: wiek: P=0,14; czas trwania AZS: P=0,34; SCORAD index: P=0,88; 

IgE: P=0,57; ECP: P=0,15; bca³kowite stê¿enie IgE w surowicy krwi; cECP – eozynofilne bia³ko kationowe

na AZS ró¿ni¹cych siê miêdzy sob¹ gêstoœci¹ koloniza-
cji przez S. aureus w obrêbie skóry zmienionej i niezmie-
nionej oraz stanem klinicznym, jak równie¿ ocena tych
parametrów u osób bez cech atopii. Przeprowadzono tak-
¿e analizê korelacji pomiêdzy liczb¹ bakterii w obrêbie
zmian skórnych a parametrami zaawansowania klinicz-
nego AZS (SCORAD index, IgE, ECP).  

Materiał i metody 

Pacjenci i grupa kontrolna 

Badania przeprowadzono w grupie 37 chorych na
atopowe zapalenie skóry (AZS) (20 kobiet i 17 mê¿-
czyzn) w wieku 6–62 lat (œrednia 20,3±1,9) leczonych
na Oddziale Dermatologii i Poradni Dermatologiczno-
-Alergologicznej Szpitala Specjalistycznego im. S. ¯e-
romskiego w Krakowie. Charakterystykê kliniczn¹ pa-
cjentów przedstawiono w tab. 1. Rozpoznanie atopowe-
go zapalenia skóry ustalano na podstawie kryteriów
Hanifina i Rajki [21]. Do badañ w³¹czano chorych z
wieloletnim przebiegiem AZS w okresie zaostrzenia cho-
roby. U wszystkich chorych oceniano stan kliniczny me-
tod¹ SCORAD [22]. Miejscowe objawy skórne ocenia-
no na podstawie obecnoœci rumienia, obrzêku, przeczo-
sów, lichenizacji oraz suchoœci skóry w skali 0–3
w odniesieniu do ka¿dego z objawów. Œwi¹d i zaburze-
nia snu okreœlano na podstawie skali subiektywnej oce-
ny pacjenta 0–10 [23]. Chorzy w ci¹gu 2 tyg. poprzedza-
j¹cych badanie nie byli leczeni miejscowymi, doustny-
mi ani parenteralnymi preparatami kortykosteroidowymi,
antybiotykami, ani poddawani immunoterapii. U 27%
pacjentów ca³kowite stê¿enie IgE w surowicy by³o ni¿-
sze ni¿ 100 kU/l (œr.=30,3±5,6 kU/l), u pozosta³ych 73%
wynosi³o œrednio 2 587,2±1 009 kU/l. Badaniem kolo-
nizacji skóry zmienionej i niezmienionej przez S. aureus
objêto wszystkich chorych na AZS. Ocenê odpowiedzi
PBMCs na aktywacjê okreœlonymi stymulatorami/mito-
genami przeprowadzono ogó³em u 42 osób, w tym u 29
chorych na AZS i u 13 osób bez cech atopii. Próbki krwi

¿ylnej pobrano od 18 pacjentów z lekkim lub œrednim
stanem klinicznego zaawansowania (SCORAD; 21–59;
œr.=42,7±2,1) i od 11 chorych bêd¹cych w ciê¿kim sta-
nie klinicznym (SCORAD; 60–84; œr.=67,9±2,0). 

Badanym t³umaczono cel i przebieg badañ. Od ka¿-
dego chorego uzyskano pisemn¹ zgodê na udzia³ w ba-
daniach. 

Grupê kontroln¹ stanowi³o 13 osób (8 kobiet i 5 mê¿-
czyzn) z ujemnym wywiadem w kierunku chorób ato-
powych. Œredni wiek w tej grupie wynosi³ 39,4±2,4.
W badanej grupie kontrolnej wartoœæ œrednia ca³kowite-
go stê¿enia IgE w surowicy krwi wynosi³a 42,6±8,3 kU/l
i u ¿adnej z osób nie przekroczy³a 100 kU/l. 

Pomiaru ca³kowitego stê¿enia IgE w surowicy doko-
nywano przy pomocy komercyjnego zestawu diagnostycz-
nego UniCAP Total IgE fluoroenzymeimmunoassay
(Pharmacia Diagnostic) wg zaleceñ producenta. Zakres
oznaczalnoœci zastosowanych pomiarów dla próbek
nierozcieñczonych wynosi³ 2–5 000 kU/l. Stê¿enie eozy-
nofilowego bia³ka kationowego (ECP) w surowicy mie-
rzono z wykorzystaniem zestawu UniCAP ECP fluoro-
enzymeimmunoassay kits (Pharmacia&Upjohn) zgodnie
z zaleceniami producenta. Dolna granica oznaczalnoœci
pomiarów wynosi³a <0,5 µg/l. Do czasu wykonania po-
miaru surowicê przechowywano w temp. -70oC. 

Izolacja komórek jednojądrzastych
z krwi obwodowej 

PBMCs izolowano z 10 ml heparynizowanej krwi ¿yl-
nej w gradiencie gêstoœci. Krew rozcieñczano zbuforo-
wanym roztworem soli fizjologicznej (PBS), nawarstwia-
no na Ficoll-Paque (Pharmacia Biotech, Uppsala, Swe-
den) i wirowano przez 30 min w 400 x g w temp. 20oC.
Komórki p³ukano w medium RPMI-1640, a nastêpnie do
dalszej analizy zawieszano w pod³o¿u hodowlanym
RPMI-1640 zawieraj¹cym 2 mM L-glutaminê i 10% p³o-
dow¹ surowicê cielêc¹, FCS (Gibco, Grand Island, N.Y.). 
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Hodowle komórkowe

Hodowle komórkowe prowadzono na 96-do³kowych
p³ytkach hodowlanych (NUNC), w atmosferze wzboga-
conej w CO2 (5%), w temp. 37oC. W ka¿dym do³ku
umieszczano 0,2 ml zawiesiny PBMCs o gêstoœci
1,0x106/ml i dodawano ró¿ne aktywatory. Stosowano
enterotoksynê gronkowcow¹ typu B (SEB, superanty-
gen) o stê¿eniu koñcowym 0,1 µg/ml (Sigma, St. Louis,
MO, USA), fitohemaglutyninê (PHA, mitogen) o stê¿eniu
koñcowym 2,5 µg/ml, Sigma) oraz mitogen szkar³atki
(PWM) w rozcieñczeniu 1:100. Do próbek kontrolnych
nie dodawano ¿adnego stymulatora. Hodowle prowa-
dzono przez 24–96 godz. celem oznaczenia produkcji
cytokin zgodnie z doniesieniami Yoshino i wsp. [6]. 

Produkcja cytokin

Pomiaru poziomu IFN-γ dokonywano po 96 godz.
w supernatantach z hodowli PBMCs stymulowanych SEB
i PHA metod¹ immunoenzymatyczn¹ (ELISA) przy u¿y-
ciu komercyjnego zestawu OptEIA Human IFN-γ Set kits
(Becton Dickinson Biosciences Pharmingen, San Diego,
CA), wg zaleceñ producenta. Dolna granica czu³oœci po-
miarów wynosi³a do 10 pg/ml. W supernatantach pocho-
dz¹cych z 48-godz. hodowli PBMCs aktywowanych SEB
oznaczano IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 i TNF-α przy pomo-
cy zestawu Human Th1/Th2 Cytokine Cytometric Bead
Array kits (Dickinson Biosciences Pharmingen, San Die-
go, CA), wg procedury podanej przez producenta. Prób-
ki analizowano w cytometrze przep³ywowym FACScan
(Becton Dickinson) w programie BD CellQuest Softwa-
re. Wyniki iloœciowego pomiaru oznaczanych cytokin
analizowano w programie BD CBA Analysis Software.
Krzywa standardowa dla ka¿dej cytokiny mieœci³a siê
w zakresie stê¿eñ 20–5 000 pg/ml. 

Jakościowa i ilościowa ocena 

kolonizacji skóry przez S. aureus

Materia³ do badañ bakteriologicznych pobierano zmo-
dyfikowan¹ metod¹ Williamsona i Kligmana [24] co naj-
mniej z 4 ró¿nych obszarów skóry zmienionej (najczêœciej
z okolic zgiêæ ³okciowych, do³ów podkolanowych, grzbie-
towych powierzchni d³oni) oraz 2 obszarów skóry nie-
zmienionej (okolica miêdzy³opatkowa i lêdŸwiowa), któ-
re bêd¹c trudno dostêpnymi dla chorego, stwarzaj¹ ma³e
prawdopodobieñstwo przeniesienia bakterii ze zmian skór-
nych. Na powierzchni skóry umieszczano ja³owe szklane
cylinderki o œrednicy 2,5 cm i wstrzykiwano do nich 
2,0 ml ja³owy 0,9% roztwór soli fizjologicznej. Skórê po-
cierano nastêpnie szklan¹ bagietk¹, a p³yn aspirowano. 

W celu iloœciowej oceny S. aureus w pop³uczynach
uzyskiwanych ze skóry zmienionej i niezmienionej prób-
ki posiewano w kolejnych dziesiêtnych rozcieñczeniach
na p³ytki z pod³o¿em agarowym, z dodatkiem 5% krwi

baraniej (Oxoid, Hanpshire, UK). Hodowle inkubowa-
no przez 24 godz. w temp. 37oC. Gêstoœæ kolonizacji
skórnej okreœlano liczb¹ colony forming unit (cfu), co
pozwoli³o na okreœlenie liczby ¿ywych bakterii w prze-
liczeniu na 1 cm2 badanej powierzchni skóry. Uzyskane
wartoœci analizowano po przekszta³ceniu log10. 

Identyfikacjê bakterii przeprowadzano przy pomocy
standardowych technik laboratoryjnych na podstawie mor-
fologii kolonii, testów na obecnoœæ koagulazy, czynnika
zlepiaj¹cego clumping factor i potwierdzano w teœcie Sli-
dex Staph kit (BioMerieux SA, Marcy-l Etoile, France). 

Analiza statystyczna 

Analizê statystyczn¹ wykonano przy pomocy pro-
gramu Statistica 5,0 for Windows 95. W przypadku ana-
lizy zmian iloœciowych flory bakteryjnej skóry zastoso-
wano przekszta³cenie logarytmiczne dziesiêtne danych.
Dla wszystkich danych empirycznych wyznaczano war-
toœci œredniej arytmetycznej oraz b³¹d standardowy œred-
nich rozpatrywanych cech (±SE). Do weryfikacji hipo-
tez o równoœci œrednich arytmetycznych zastosowano
test t-Studenta dla zmiennych niezale¿nych. Analizê ko-
relacji prowadzono przy pomocy testów korelacji Pear-
sona i Spearmana w zale¿noœci od normalnoœci rozk³a-
du i oczekiwanego charakteru zale¿noœci. Poziom zna-
miennoœci ustalono na P=0,05. 

Wyniki

Analiza związku intensywności 

kolonizacji bakteryjnej i stanu klinicznego

Badanie materia³u uzyskanego z wyp³ukiwania skó-
ry (patrz Materia³ i metody) wykaza³o obecnoœæ S. aureus
u 91,9% chorych, w obrêbie zmian skórnych oraz
u 62,2%, zarówno w obrêbie skóry chorobowo zmienio-
nej, jak i niezmienionej. Wykazano tak¿e statystycznie
istotn¹ ró¿nicê (P<0,05) pomiêdzy skór¹ zmienion¹
chorobowo i skór¹ niezmienion¹ w zakresie œredniej
gêstoœci bakterii na 1 cm2 (tab. 2.). Nie zaobserwowano
natomiast znamiennych ró¿nic w czêstoœci wystêpowa-
nia S. aureus na skórze zmienionej i niezmienionej, miê-
dzy osobami doros³ymi a dzieæmi (tab. 3.). 

Tab. 2. Kolonizacja atopowych zmian skórnych i skóry 
niezmienionej przez szczepy S. aureus

S. aureus
Skóra zmieniona Skóra niezmieniona

N (%) log10 (±SE) a) N (%) log10 (±SE) a)

+ 34 (91,9) 6,53 (±0,30)* 23 (62,2) 5,59 (±0,33) 

_ 3 (8,1) – 14 (37,8) –

a œrednia gêstoœæ bakterii/1 cm2 skóry

* P<0,05 versus log10 gêstoœci S. aureus w obrêbie skóry niezmienionej

(+) – kolonizacja skóry przez S. aureus; (–) – brak kolonizacji
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Ocena œredniej, wyjœciowej gêstoœci kolonizacji (in-
fekcji) w obrêbie skóry zmienionej i niezmienionej przez
S. aureus u ka¿dego pacjenta umo¿liwi³a wyodrêbnienie
trzech grup chorych. Jako kryterium podzia³u przyjêto ró¿-
ny stopieñ nasilenia kolonizacji gronkowcem w miejscach,
z których pobierano materia³ (grupy I i II) lub jej brak (gru-
pa III). Podstawow¹ charakterystykê chorych i ró¿nice
miêdzy analizowanymi grupami przedstawiono w tab. 4.
Wyniki analizy korelacji pomiêdzy gêstoœci¹ S. aureus
(log10) w obrêbie skóry zmienionej i niezmienionej a stop-

niem zaawansowania klinicznego (SCORAD index)
przedstawiono w tab. 5. Wartoœæ wspó³czynnika korela-
cji R w teœcie korelacji Spearmana wynosi³a dla skóry
zmienionej chorobowo 0,74; p<0,001, a dla skóry nie-
zmienionej 0,46; p=0,03, a zatem dodatni¹ korelacjê
miêdzy gêstoœci¹ kolonizacji bakteryjnej skóry (log10)
a SCORAD index wykazano równie¿ w odniesieniu do
skóry chorobowo niezmienionej (tab. 5.).

Produkcja cytokin o profilu Th1 

przez limfocyty T krwi obwodowej 

po stymulacji SEB, PHA lub PWM

Produkcja IFN-γ w supernatantach z hodowli PBMCs
stymulowanych SEB by³a znamiennie ni¿sza u 29 chorych
na AZS – niezale¿nie od wyjœciowej intensywnoœci kolo-
nizacji bakteryjnej skóry zmienionej i miejsc niezmienio-
nych oraz stanu klinicznego – w porównaniu do stê¿eñ tej
cytokiny w grupie osób zdrowych. Limfocyty T krwi ob-
wodowej, stymulowane fitohemaglutynin¹ (PHA), produ-
kowa³y znamiennie mniej IFN-γ jedynie u chorych z wy-
sok¹ gêstoœci¹ S. aureus w skórze zmienionej. Po stymu-
lacji PBMCs mitogenem szkar³atki (PWM) nie wykazano
znamiennych ró¿nic dla stê¿eñ interferonu miêdzy chorymi
na AZS a grup¹ kontroln¹ (ryc. 1a., tab. 6.). Wykazana po-
nadto statystycznie znamiennie obni¿ona, w porównaniu
do kontroli, produkcja TNF-α u chorych na AZS 

Tab. 4. Wartoœci œrednie wybranych parametrów klinicznych w zale¿noœci od gêstoœci bakterii (log10) w obrêbie skóry
zmienionej i niezmienionej 

Skóra zmieniona Skóra niezmieniona

Parametry Ia) IIb) p< Ia) IIb) IIIc) p< p< p<

œr. ±SE œr. ±SE I:II œr. ±SE œr. ±SE œr. ±SE I:II I:III II:III

Nd) 16 21 11 12 14

log10 cfu 4,72±0,36 7,64±0,15 0,001 4,19±0,21 6,88±0,26 – 0,001 – –

SCORAD index 39,8±2,8 58,0±2,8 0,001 52,5±3,1 62,3±3,5 38,0±3,1 0,05 0,001 0,001

IgE (kU/l) 1 399±695 2 369±1 293 >0,05 2 551,6±999,3 3 001±2 133 374±110 >0,05 0,02 0,03

ECP (µg/l) 23,4±5,0 45,0±6,4 0,01 39,3±7,6 39,9±9,5 28,9±6,7 >0,05 >0,05 >0,05

aI – chorzy z nisk¹ liczb¹ bakterii; bII – chorzy z wysok¹ gêstoœci¹ S. aureus; cII – chorzy bez kolonizacji gronkowcem; dN = liczba badanych

Tab. 5. Korelacja pomiêdzy gêstoœci¹ S. aureus (log10) w obrêbie skóry zmienionej i niezmienionej a okreœlonymi para-
metrami klinicznymi 

SCORAD ECP IGE IFN-γγ

Korelacja z: Ra) P= R P= R P= R P=

log skóry zmienionej 0,74 <0,001 0,36 0,03 0,15 >0,05 -0,25 >0,05

log skóry niezmienionej 0,46 0,03 0,10 >0,05 -0,04 >0,05 -0,46 0,04

aR = wspó³czynnik korelacji w teœcie korelacji Spearmana 

Tab. 3. Analiza wystêpowania szczepów S. aureus izolowa-
nych ze zmian skórnych i skóry niezmienionej od chorych
na AZS z uwzglêdnieniem wieku badanych

S. aureus

SZMa) SNZb) doroœli dzieci ogó³em

– – 2 1 3

– + 0 0 0

+ – 7 5 12

+ + 12 10 22

ogó³em 21 16 37

aSZM = skóra zmieniona; bSNZ = skóra niezmieniona; 

(+) – kolonizacja skóry przez S. aureus; (–) – brak kolonizacji
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Tab. 6. Produkcja cytokin w supernatantach z hodowli PBMCs izolowanych od chorych na AZS w ró¿nym stanie 
klinicznego zaawansowania i od osób bez cech atopii 

SCORAD index 21–84 (±SE) 21–59 (±SE) 60–84 (±SE) Kontrola (±SE) 
n=29 n=18 n=11 N=28

IFN-γ (ng/ml) Produkcja cytokin Th1

bez stymulacji (kontrola) 0,18±0,05 0,25±0,08 0,07±0,02 0,19±0,05

SEBa) 86,3±9,6*** 93,8±13,1*** 73,7±12,9*** 191,8±21,0

PHAb) 9,7±2,7** 11,1±3,8 6,7±1,8 34,2±8,8

PWMc) 44,4±5,4 41,2±6,1 51,2±10,8 58,7±10,5

IL-2 (pg/ml) 2 848,1±320 3 144,9±362 1 897,2±372# 2 905,4±337

TNF-α (pg/ml) 1 467,2±190* 1 367,9±242* 1 620,7±312 2 270,9±348

Produkcja cytokin Th2 (pg/ml) 

IL-4 48,0±5,7 45,6±6,4 52,0±11,1 40,8±7,5

IL-5 135,6±19,7 145,2±28,9 120,8±23,7 127,0±19,7

IL-10 1 733,4±308 1 614,0±354 1 902,5±567,7 927,3±145

aSEB = gronkowcowa enterotoksyna typu B; bPHA = fitohemaglutynina; cPWM= mitogen szkar³atki

*P<0,05; ** P<0,01, ***P<0,001 versus kontrola; #P<0,05 versus niski SCORAD

(1 467,2±2 270,9±348 pg/ml; P<0,05) dotyczy³a w szcze-
gólnoœci pacjentów z gêstoœci¹ kolonizacji S. aureus w za-
kresie log 7,14–8,41 w obrêbie skóry zmienionej 
i log 5,48–7,97 w obrêbie skóry niezmienionej. U chorych
na AZS z wysokim SCORAD index (zakres 60–84) pro-
dukcja TNF-α nie ró¿ni³a siê znamiennie w porównaniu z
grup¹ kontroln¹ (tab. 6.). 

Produkcja IL-2 w supernatantach – pochodz¹cych
z hodowli limfocytów T krwi obwodowej chorych na AZS
– nie ró¿ni³a siê znamiennie od stê¿eñ w grupie kontrol-
nej. Ró¿nice znamienne statystycznie wykazano pomiê-
dzy chorymi na AZS – z nasilon¹ kolonizacj¹ bakteryjn¹,
niezale¿nie od jej lokalizacji, i wysokim klinicznym
wspó³czynnikiem SCORAD – a pacjentami, u których
liczba bakterii w obrêbie skóry zmienionej (log 3,57–6,99)
i niezmienionej (log 3,13–5,02) by³a niska (P<0,05
i P<0,01, ryc. 1a.). 

Związek pomiędzy stanem zaawansowania 

klinicznego a produkcją IFN-γγ
PBMCs izolowane od chorych z AZS charakteryzo-

wa³a obni¿ona zdolnoœæ do produkcji IFN-γ in vitro w na-
stêpstwie stymulacji SEB i PHA w porównaniu do osób
bez atopii. Wykazano statystycznie znamiennie ujemn¹
korelacjê miêdzy zmniejszon¹ produkcj¹ interferonu a za-
awansowaniem klinicznym AZS w okresie zaostrzenia
wyra¿onym jako SCORAD index (ryc. 2. i ryc. 3.). U cho-
rych na AZS, wykazuj¹cych kolonizacjê S. aureus jedy-
nie w obrêbie skóry zmienionej, nie stwierdzono statystycz-
nie istotnej korelacji pomiêdzy produkcj¹ TNF-γ a iloœci¹

bakterii. Natomiast u chorych na AZS, u których koloni-
zacja (infekcja) gronkowcem wystêpowa³a równolegle na
skórze atopowo zmienionej i niezmienionej (R=-0,46;
P=0,04) wykazano dodatni¹ korelacjê miêdzy produkcj¹
IFN-γ a iloœci¹ bakterii kolonizuj¹cych skórê (tab. 5.). 

Produkcja cytokin Th2 

przez PBMCs po stymulacji SEB

Produkcja IL-4, IL-5 i IL-10 nie ró¿ni³a siê znamien-
nie u chorych na AZS, w porównaniu do osób z grupy kon-
trolnej. Wyj¹tek stanowi³o znamiennie podwy¿szone stê-
¿enie IL-10 u 8 pacjentów z nisk¹ gêstoœci¹ kolonizacji
bakteryjnej skóry niezmienionej w porównaniu z grup¹
kontroln¹ (2 719±661 pg/ml vs 927±145 pg/ml; P<0,01)
oraz z chorymi na AZS (n=10) z nasilon¹ kolonizacj¹ gron-
kowcem w obrêbie skóry zmienionej i niezmienionej 
(2 719±661 pg/ml vs 1 040±295 pg/ml; P<0,05). 

Wykazano ponadto, ¿e produkcja IL-5 w hodowlach
PBMCs izolowanych od chorych na AZS znamiennie
korelowa³a ze stê¿eniem eozynofilowego bia³ka katio-
nowego uwalnianego z eozynofilów (R=0,52; P<0,01;
ryc. 3.). Nie wykazano natomiast statystycznie znamien-
nej korelacji pomiêdzy produkcj¹ IL-4 a poziomem ca³-
kowitego IgE w surowicy (R=0,29; P>0,05). 

Wnioski
1. Obecnoœæ i intensywnoœæ kolonizacji skóry chorych

na AZS przez S. aureus ma zwi¹zek z nasileniem ob-
jawów chorobowych. 
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Ryc. 1. Produkcja cytokin Th1 i Th2 przez PBMCs u chorych z ró¿n¹ gêstoœci¹ kolonizacji przez S. aureus skóry zmie-
nionej i niezmienionej oraz w kontroli
Produkcjê IFN-γγ oznaczono w suprnatantach z 96-godzinnej hodowli PBMCs stymulowanych SEB i PHA, jak opisano
w sekcji Materia³ i metody. Pozosta³e cytokiny (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 i TNF-αα) oznaczono w 48-godzinnych hodowlach
limfocytów T stymulowanych SEB. Histogramy przedstawiaj¹ œrednie wartoœci stê¿eñ (±SE) cytokin Th1 (A) i Th2 (B)
w hodowlach PBMCs od chorych na AZS z odpowiednio nisk¹ gêstoœci¹ kolonizacji przez S. aureus skóry zmienionej
(SZM; log 3,57–6,99) i niezmienionej (SNZ; log 3,13–5,02); wysok¹ gêstoœci¹ SZM (log 7,14–8,41) i SNZ (log 5,48–7,97);
brakiem kolonizacji bakteryjnej w obrêbie skóry niezmienionej oraz w grupie kontrolnej. Kolonizacjê skóry przez 
S. aureus wyra¿ano jako log10 liczby ¿ywych bakterii/cm2. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 w porównaniu do grupy kon-
trolnej oraz #P<0,05, ##P<0,01 w porównaniu do chorych z nisk¹ kolonizacj¹ bakteryjn¹ w obrêbie skóry zmienionej
i bez zmian (test t-Studenta) 
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A B

Ryc. 2. Ujemna korelacja pomiêdzy stanem klinicznego zaawansowania chorych atopowych a produkcj¹ IFN-γγ przez
PBMCs po stymulacji SEB (A) i PHA (B) 
Stan kliniczny wyra¿ano wartoœci¹ SCORAD index, produkcjê IFN-γγ    w supernatantach z hodowli PBMCs mierzono
metod¹ immunoenzymatyczn¹ (ELISA), jak opisano w rozdziale Materia³ i metody (analiza korelacji Spearmana, P<0,01
i P<0,05 odpowiednio po stymulacji SEB i PHA) 
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2. Gêstoœæ kolonizacji w obrêbie skóry zmienionej i nie-
zmienionej chorobowo ma wp³yw na odpowiedŸ lim-
focytów T aktywowanych SEB. 

3. Statystycznie znamiennie obni¿ona korelacja pomiê-
dzy zmniejszon¹ produkcj¹ IFN-γ a zaawansowaniem
klinicznym AZS w okresie zaostrzenia objawów AZS
wskazuje, ¿e obserwowana zale¿noœæ odzwierciedla
przede wszystkim status kliniczny chorych na AZS. 

Dyskusja 

Badania klonów limfocytów T u chorych na AZS
wskazuj¹, i¿ pobudzenie subpopulacji limfocytów T po-
mocniczych (Th) prowadzi do wytwarzania cytokin ma-
j¹cych istotny udzia³ w patogenezie AZS [25]. Wg
niektórych autorów egzotoksyny gronkowcowe, obok
ich dzia³ania jako superantygeny, mog¹ w przypadku
chorych na AZS pe³niæ tak¿e rolê alergenów [26]. Nasze
badania pozwoli³y wykazaæ, ¿e w okresie zaostrzenia cho-
roby kolonizacja (infekcja) zmian skórnych mia³a miej-
sce u 92% chorych z AZS, jednak nie by³a ona jednorod-
na. U czêœci z nich wykazano wysok¹ kolonizacjê bakte-
ryjn¹ we wszystkich lub tylko w niektórych lokalizacjach
zmian skórnych (67%), u pozosta³ych by³a ona niska we
wszystkich miejscach zapalnie zmienionych (33%). Po-
twierdzono równie¿ wczeœniejsze obserwacje, ¿e iloœæ
drobnoustrojów izolowana z cm2 skóry zmienionej i nie-
zmienionej koreluje z zaawansowaniem objawów klinicz-
nych wyra¿onym wartoœci¹ SCORAD [18, 19]. 

Podjête badania zmierza³y do ustalenia, na ile ró¿ni-
ce w gêstoœci kolonizacji bakteryjnej pomiêdzy chorymi
na AZS ró¿ni¹ pacjentów pod wzglêdem produkcji cy-
tokin Th1 i Th2 przez limfocyty T krwi obwodowej in
vitro po ich stymulacji superantygenem (SEB) lub mito-
genami (PHA, PWM). Zwa¿ywszy, ¿e szczepy S. aureus

izolowane ze skóry chorych na AZS w ok. 60% wytwa-
rzaj¹ superantygen(y) [9, 19], zastosowanie SEB jako
swoistego aktywatora stanowi w³aœciwy uk³ad do bada-
nia PBMCs. Obserwacjami po raz pierwszy objêto nie
tylko chorych, u których kolonizacja gronkowcem wy-
stêpowa³a w obrêbie skóry zmienionej, ale równie¿ gru-
pê pacjentów z równoleg³¹ kolonizacj¹ skóry niezmie-
nionej (miejsc kontrolnych). Nasze badania wykaza³y,
¿e nasilenie stanu klinicznego pacjentów z AZS korelu-
je ze znamiennie obni¿on¹ produkcj¹ IFN-γ w porówna-
niu do osób zdrowych. Wprawdzie zbli¿on¹ obserwacjê
poczynili ju¿ Campbell i wsp. [16] oraz Byron i wsp.
[17], ale w niniejszej pracy uda³o siê wykazaæ tê zale¿-
noœæ nie tylko po stymulacji PBMCs in vitro SEB, lecz
równie¿ po aktywacji nieswoistym stymulatorem – fito-
hemaglutynin¹. Statystycznie znamiennie obni¿ona pro-

Ryc. 3. Dodatnia korelacja pomiêdzy produkcj¹ IL-5 a stê-
¿eniem eozynofilowego bia³ka kationowego (ECP) w suro-
wicy chorych na AZS (analiza korelacji Pearsona, r=0,515,
P<0,01) 
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dukcja interferonu u chorych na AZS wystêpowa³a nie-
zale¿nie od intensywnoœci kolonizacji przez S. aureus
skóry zmienionej i niezmienionej oraz w grupie 10 cho-
rych, u których nie wykazano obecnoœci bakterii w miej-
scach atopowo zmienionych. Obserwacja ta potwierdza
tezê, i¿ upoœledzenie syntezy IFN-γ jest jedn¹ z przyczyn
zaburzonej odpornoœci na obecny na skórze szczep gron-
kowca, co prowadzi do kolonizacji skóry przez tê bak-
teriê [7, 8, 27]. Ostatnio Nomura i wsp. [7] stwierdzili
obni¿on¹ ekspresjê genów dla czynników przeciwbak-
teryjnych w skórze, jako wynik lokalnej nadprodukcji
cytokin Th2 (IL-4, IL-13) i obni¿onego poziomu cyto-
kin prozapalnych, jak TNF-α, IFN-γ i IL-1β. Wykaza-
ny w uk³adzie in vitro prawdopodobny mechanizm tego
zjawiska polega na inhibicyjnym oddzia³ywaniu w skó-
rze IL-4 i IL-13 na TNF-α i IFN-γ jako potencjalnych in-
duktorów ludzkich β-defensyn, w tym HBD-3. Campbell
i wsp. [16] twierdz¹, ¿e znamienne obni¿enie produkcji
IFN-γ u chorych na AZS jest wynikiem równoczesnego
upoœledzenia produkcji tej cytokiny przez pojedyncze ko-
mórki i ca³e populacje komórek, zdolnych do jej wytwa-
rzania. Jednoczeœnie wykazaliœmy, ¿e produkcja IFN-γ w
96-godzinnych hodowlach PBMCs ujemnie koreluje
z gêstoœci¹ szczepów S. aureus, kolonizuj¹cych skórê
niezmienion¹ w grupie 23 chorych na AZS, choæ podob-
nych zale¿noœci nie stwierdzono w odniesieniu do in-
tensywnoœci kolonizacji w obrêbie skóry zmienionej.
Uzyskane przez autorów niniejszej pracy wyniki suge-
ruj¹ jednak, ¿e obni¿ona produkcja IFN-γ odzwiercie-
dla przede wszystkim status kliniczny chorych na AZS,
chocia¿ gêstoœæ kolonizacji S. aureus w obrêbie skóry
zmienionej i niezmienionej u chorych na AZS ma wp³yw
na odpowiedŸ limfocytów T, aktywowanych SEB. 

Dalsze obserwacje pozwalaj¹ wykazaæ, w populacji
badanych chorych, przesuniêcie w kierunku profilu cyto-
kinowego Th2, zwi¹zane nie tylko z obni¿on¹ produkcj¹
IFN-γ , ale równie¿ TNF-α [25]. Znamiennie ni¿sz¹ pro-
dukcjê TNF-α u chorych z AZS, w porównaniu do osób
bez atopii, wykazywali ju¿ Takahashi i wsp. [4]. W na-
szej grupie znamiennie niska produkcja TNF-α dotyczy-
³a pacjentów z wysok¹ kolonizacj¹ bakteryjn¹, zarówno
w obrêbie skóry zmienionej, jak i niezmienionej. W prze-
ciwieñstwie do uprzednich analiz nie wykazaliœmy do-
datniej znamiennej korelacji pomiêdzy IFN-γ a TNF-α.

W badanej grupie chorych nie potwierdzono znamien-
nych ró¿nic w produkcji IL-2 przez limfocyty T krwi ob-
wodowej u chorych na AZS w porównaniu do kontroli.
Wykazano jednak znamienne ró¿nice w poziomie IL-2
miêdzy grupami z wysok¹ kolonizacj¹ skóry zmienionej
i niezmienionej oraz wysok¹ wartoœci¹ indeksu SCORAD,
a pacjentami z nisk¹ iloœci¹ bakterii i ze s³abo nasilony-
mi zmianami klinicznymi. Obserwacje autorów pozo-
staj¹ zgodne z doniesieniem Kapp i wsp. [28], którzy

wykazali, ¿e zdolnoœæ do produkcji IL-2 przez limfocy-
ty izolowane z krwi obwodowej odwrotnie koreluje z kli-
nicznym nasileniem atopowego zapalenia skóry. W tych
samych badaniach wykazano znamiennie wy¿sze pozio-
my receptora dla IL-2 (IL-2R) w surowicy pacjentów
z AZS. Ostatnio Yoshino i wsp. [6] opisali u chorych
z wysokim klinicznym SCORAD obni¿on¹ reaktywnoœæ
PBMCs na SEB, t³umacz¹c j¹ zwiêkszon¹ apoptoz¹ ak-
tywowanych limfocytów T. Konig i wsp. [29] sugeruj¹,
¿e zahamowana proliferacja PBMCs chorych na AZS
spowodowana jest zahamowan¹ ekspresj¹ IL-2 w sty-
mulowanych przez SEB limfocytach T. W badaniach
w³asnych [18] wykazano znamiennie wy¿szy odsetek
apoptotycznych limfocytów T aktywowanych SEB u pa-
cjentów z wysok¹ kolonizacj¹ bakteryjn¹ i wysokim kli-
nicznym SCORAD, przy równoczeœnie znamiennie ob-
ni¿onej produkcji IL-2. 

W niniejszej pracy nie wykazano znamiennych ró¿nic
pomiêdzy chorymi na AZS i grup¹ kontroln¹ pod wzglê-
dem produkcji cytokin o profilu Th2 (IL-4, IL-5) przez
PBMCs w odpowiedzi na stymulacjê SEB. Podobne ob-
serwacje poczynili uprzednio Aleksza i wsp. [30]. Yoshi-
no i wsp. [6] wykazali, ¿e PBMCs od pacjentów z nisk¹
wartoœci¹ indeksu SCORAD charakteryzowa³a znamien-
nie ni¿sz¹ produkcja IL-4 w porównaniu z grup¹ kontro-
ln¹, podczas gdy u chorych z wysokim SCORAD poziom
tej cytokiny nie ró¿ni³ siê od grupy kontrolnej. Ostatnie
badania Heaton i wsp. [14] wskazuj¹ na rolê gronkow-
cowej enterotoksyny B w wybiórczej stymulacji
produkcji IL-5 przez PBMCs izolowanych od osób za-
równo z objawami atopowego zapalenia skóry, jak i ast-
my atopowej. Wykazana przez nas znamiennie dodatnia
korelacja miêdzy produkcj¹ IL-5 in vitro a stê¿eniem ECP
w surowicy pacjentów atopowych promuje obserwacje
Wedi i wsp. [31], ¿e autokrynna produkcja IL-5 przez
eozynofile wyd³u¿a okres prze¿ycia tych komórek. W rze-
czywistoœci wydzielanie cytokin przez zaktywowane przez
SEB limfocyty T œciœle zale¿y od wzajemnych interakcji
limfocyt T-monocyt, podobnie, jak wykazany udzia³ in-
nych ni¿ limfocyty T CD4+ komórek w produkcji cyto-
kin w hodowlach stymulowanych SEB [16, 25]. 
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