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False Reading of Skin Tests from Cobalt Chloride

Zusammenfassung

Kobaltchlorid, eine wichtige Testnoxe der Standardreihe, verur-
sacht in unregelmdfRigen Abstinden beim Epikutantest in der
24-Stunden-Ablesung rétliche, punktférmige Hautveranderun-
gen, die bei Betrachtung mit dem bloBen Auge wie Einblutungen
aussehen. Nach 72 h treten sie, etwas blasser, als rotbraune Kklei-
ne Flecken in Erscheinung. Nur Nicht-Sensibilisierte sind betrof-
fen. Das Phdnomen entwickelt sich Wochen bis Monate, nach-
dem man die Testungen mit einer neuen Spritze begonnen hat.
Histologisch zeigt sich eine superfizielle spongiotische Dermati-
tis mit Keratinozytennekrosen und reaktiver Hypergranulose,
die einer toxisch-irritativen Dermatitis entspricht. Unter dem
Mikroskop findet man in der Vaseline einer gebrauchten, solche
~Petechien“ verursachenden Testspritze, seeigelartige Ansamm-
lungen von neu gebildeten Kobaltchloridkristallen. In einer fri-
schen Spritze liegen die Kobaltchloridkristalle hingegen als win-
zige, eckige, flache Plittchen in Feldern zusammen. Homogeni-
siert man den restlichen Inhalt einer gebrauchten Spritze in 3-5
Durchgédngen auf einem Dreiwalzenwerk, ist das Phianomen ver-
schwunden. Beim Zerquetschen der gebildeten Kristalle treten
rote Bander im austretenden Vaselinestreifen sowie an dessen
Saum auf. Nach dem letzten Durchgang erhdlt man eine einheit-
liche, blassrosa Farbung der Vaseline; alle Kristalle sind wieder
aufs Feinste zermahlen. Die ,aufgearbeitete* Testnoxe kann
ohne Probleme erneut eingesetzt werden. Dieses Phdnomen be-
obachtet man nur beim Kobaltchlorid. Es fithrt zu Missinterpre-
tationen und damit zum Eintrag von ,falsch positiven* Tester-
gebnissen fiir Kobalt in Allergieausweisen.

Institutsangaben

Abstract

Occasionally 24-hour-readings of test reactions from cobalt chlo-
ride will show several reddish spots, which resemble petechiae.
After 72 hours they have fainted exhibiting a more red-brown co-
lor. Only non-sensitized individuals are involved. These skin lesi-
ons develop a few weeks or months after the syringe, containing
cobalt chloride 1% in petrolatum, has been used for the first time.
Histologically a superficial spongiotic dermatitis shows up cor-
related with necrosis of the keratinocytes and a reactive hyper-
granulosis corresponding with a toxic-irritant dermatitis. Revie-
wing the contents of the used syringes under the microscope re-
veals the presence of longish crystals of cobalt chloride agglome-
rated to a prickly mass. In comparison with an unused syringe
these crystals are very small, angular and concentrated in flat
rings. Homogenizing of the content of a used syringe by help of
a tripple roller mill leads to crushing of the crystals. Red ribbon-
like stripes are seen during the first passage through the ceramic
rollers. After the fifth passage the syringe content is completely
rehomogenized and can be used for patch tests as previously.
The above described phenomenon has disappeared, but will re-
cur after weeks to months depending on storage habits of the al-
lergy department. In case of frequent changes between warm
places and refrigerator the phenomenon will develop within
five to seven weeks. Storage under constant temperature will
slow down its occurrence to several months or half a year. False
reading of cobalt chloride test reactions thus can be avoided eit-
her by better storage conditions or by use of a tripple roller mill
in the laboratory.
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Einleitung

Ablesefehler bei der Epikutantestung, die eine falsche Interpreta-
tion des Testergebnisses nach sich ziehen, unterliegen dem Ein-
fluss verschiedener Faktoren. Am haufigsten fiihrt eine zu hohe
Konzentration bei gleichzeitiger 48-Stunden-Applikation der
Noxe zu einer ,falsch positiven* Testreaktion. Typische Beispiele
aus der Standardreihe sind Nickel und die Parabene. In mitge-
brachten Allergieausweisen findet man diese Noxen besonders
hdufig als Eintrag vor. Fragt man die betreffende Patientin nach
einer Modeschmuck- oder ,Jeans“-Knopfunvertraglichkeit, so
wird diese jedoch verneint. Schliisselt man bei positivem Para-
ben-Mix die Parabene auf, bleiben die vier p-Hydroxybenzoe-
sdureester in der Regel negativ. Ungereimtheiten dieser Art geht
man von vornherein aus dem Wege, indem man die Testkonzen-
tration des Nickelsulfats auf die Halfte senkt und das Parabenge-
misch auf 10% verdiinnt [1,2]. Beschrankt man die Applikations-
zeit des Testpflasters auf 24 h, reduziert sich die Zahl der ,falsch-
positiven” Testreaktionen auf ein Minimum. Ohne die Diskussion
zur 24- oder 48-Stunden-Applikation erneut entfachen zu wol-
len, sollte man sich jedoch ernsthaft die Frage stellen, welche
Substanzen, Stoffe, Materialien oder Gegenstinde bei einem
Menschen mit gesunder Haut linger als 24 h mit dieser in Kon-
takt bleiben. Sie lassen sich an einer Hand abzdhlen: Nagellack,
Ringe, Ohrringe, gefdrbte Haare, Augenbrauen, eine Titowierung,
gegebenenfalls eine Armbanduhr.

Auch Kobaltchlorid steht hdufig als Eintrag im Allergieausweis,
ohne dass man die Sensibilisierung in der Nachtestung bestdti-
gen kann.

In diesem Fall handelt es sich jedoch um ein Problem der ver-
wendeten Testnoxe, die sich wahrend der Lagerung verdndert
und dadurch das Testergebnis negativ beeinflusst. Der Ursache
einer solchen ,verfdlschenden“ Testreaktion kommt man erst
nach ldngerer Beobachtung auf die Spur. Am Beispiel des Kobalt-
chlorids als Nr. 5 der Standardreihe (1% Vas.) sei diese ,Verfdl-
schung” im Folgenden beschrieben.

Beobachtung

Beobachtet man bei einer ,falsch positiven“ Testreaktion auf Ni-
ckelsulfathydrat noch Papeln und Vesikel, die den Betrachter zu
einer a-Beurteilung verleiten konn(t)en, fallen einem bei der
24-Stunden-Ablesung der Kobaltchloridreaktion in unregelma-
Rigen Abstinden Hautverdnderungen auf, die eher an Einblutun-
gen denken lassen. Bei genauer Betrachtung ist die Oberfldche
glatt, mit kleinen Maculae besttickt, leicht rotlich bis rot gefarbt,
nicht palpabel; gelegentlich sieht man kleine Einsenkungen
(Abb.1). In der 72-Stunden-Ablesung erscheint das Testfeld ein
wenig blasser, die Flecken sind rétlichbraun gefarbt (Abb. 2). Ver-
folgt man dieses Phanomen tiber Wochen und Monate, wobei die
Patienten wechseln, die Noxe jedoch aus der gleichen Spritze
stammt, so werden die ,,Petechien* im Laufe der Zeit immer zahl-
reicher, dunkler und deutlicher. Bis zu 50% der Testpersonen sind
betroffen. Benutzt man eine neue, frisch gelieferte Testspritze, ist
das Testfeld wieder glatt und hautfarben. Nach einigen Wochen
entwickeln sich erneut kleine, verstreut liegende, an Einblutun-
gen erinnernde Maculae. Thre Zahl und Deutlichkeit nimmt zu,

Abb.1 An ,Einblutungen® erinnernde Hautverdnderungen durch Ko-
baltchlorid (1% in Vaseline) in der 24-Stunden-Ablesung.

Abb.2 Abgeblasste Reaktion in der 72-Stunden-Ablesung.

bis das oben beschriebene Bild wieder erreicht ist. Der Zeitraum
bis zum Auftreten der ,Petechien“ variiert mit dem Alter der
Spritze und den Eigenheiten ihrer Handhabung. Das Phanomen
kann nach wenigen Wochen, aber auch erst nach Monaten auf-
treten. Uberfiihrt man die Spritze nach dem Aufbringen der
Noxe auf das Testpflaster gleich wieder in den Kiihlschrank, ver-
langert sich dieser Zeitraum. Liegt sie jedoch fiir Stunden bei
Zimmertemperatur auf dem Vorbereitungsplatz im Allergielabor
oder hat die Assistentin das Testpflaster bereits am Tage zuvor
befiillt, ohne es anschlieRend kiihl aufzubewahren, verkiirzt
sich diese Spanne. Auch der schnellere Verbrauch der Spritze
bei hohem Patientenaufkommen fiihrt seltener zum Auftreten
der beschriebenen Beobachtung. Das Verfallsdatum der Kobalt-
chloridspritzen ist beim Auftreten des Phdnomens in den meis-
ten Fdllen noch nicht erreicht.

Material und Methode

Der Vergleich einer dlteren Spritze mit einer frisch gelieferten
zeigt bei fliichtiger Betrachtung nur einen geringen Farbunter-
schied. Eine neue Spritze hat einen rosafarbenen, eine alte, zu
,Petechien“ fithrende, weist dagegen einen etwas dunkler ge-
farbten Inhalt auf. Fiihrt man mit dem Inhalt der gealterten
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Spritze eine Homogenisierung auf einem Dreiwalzenwerk durch,
ist der alte, rosafarbene Zustand leicht wieder herzustellen.
Schon drei bis fiinf Durchgdnge geniigen. Beim ersten Durchgang
trifft die hinterste Keramikwalze offensichtlich auf etwas dickere
Kobaltchloridkristalle. Sie verursachen beim Zerquetschen ein
deutliches Gerdusch und hinterlassen ein rotes Band im austre-
tenden Vaselinestreifen (Abb. 3). An den Rdndern bildet sich ein
roter Saum. Ist nach mehreren Durchgingen eine einheitliche,
blass-rosa Farbung der Vaseline erreicht, sind alle Kristalle aufs
Feinste zermahlen. Der Inhalt kann wieder in die Spritzen einge-
fiillt werden und verursacht auf der Haut keine ,Petechien“
mehr. Auf die Qualitdt des Kobalts als Testallergen hat das ge-
schilderte Phdinomen demnach keinen Einfluss.

Lagerungsversuche

Kommerziell erhaltliche Kobaltchloridspritzen lagerten wir 1. im
Kiihlschrank, 2. nur bei Zimmertemperatur und 3. abwechselnd
fiir jeweils 15 h im Kiihlschrank, dann fiir 9 h auf dem Labortisch
und anschlieBend wieder im Kiihlschrank; am Wochenende
zwei Tage im Kiihlschrank. Wahrend der mehrmonatigen Versu-
che verglichen wir regelmdRig die Farbe der Spritzen mit der ei-
ner frischen (bzw. frisch aufgearbeiteten) und iiberpriiften in re-
gelmdRigen Abstinden im Epikutantestung, ob schon ,Pete-
chien“ verursacht wurden. Die Spritze erhielt daraufhin einen
Datumsvermerk. Zum Vergleich dienten weitere Spritzen, deren
Verfallsdatum um drei Monate, ein halbes, ein ganzes Jahr und
um mehr als zwei Jahre iiberschritten war.

Makroskopische Untersuchungen, Biopsien

Die Beobachtung mit dem blofSen Auge bzw. einem Vergrof3e-
rungsglas lieferte keinen eindeutigen Beweis fiir das Vorliegen
von ,Einblutungen“. Daher baten wir Patienten, auf deren Rii-
cken dieses Phdnomen zutage trat, um eine Hautprobe. Ein jun-
ger Mann und eine junge Frau stellten sich fiir eine Biopsie zur
Verfiigung.

Aus frisch gelieferten, wieder aufgearbeiteten sowie sechs, zehn
und zwolf Wochen, bzw. vier und sechs Monate alten, benutzten
Kobaltchloridspritzen wurde ein diinner Strang auf Objekttrager
gepresst, hauchdiinn verteilt und mit einem Deckgldschen gesi-

Abb.3 Roter Streifen von zerquetschten Kobaltchloridkristallen in der
Vaseline beim Aufarbeiten einer gealterten Testspritze auf dem Drei-
walzenwerk.

chert. Anschliefend unterzogen wir diese einer genauen mikro-
skopischen Untersuchung.

Ergebnisse

Eine unbenutzte, nur im Kiihlschrank aufbewahrte Testspritze
zeigte keine farbliche Verdnderung des Inhalts. Die in der Warme
gelagerte verdnderte sich erst nach Ablauf des Verfallsdatums.
Doch an den wechselweise im Kiihlschrank und auf dem Labor-
tisch des Allergielabors aufbewahrten Spritzen lief§ sich deutlich
demonstrieren, dass etwas mit dem Inhalt geschehen sein muss-
te. Es kam zur Bildung der oben beschriebenen , Petechien®. Das
Verfallsdatum war noch nicht erreicht. Auf dem Dreiwalzenwerk
zeigten rote Streifen im austretenden Vaselineband das Zerquet-
schen von Kobaltchloridkristallen an. Nach dem Aufarbeitungs-
vorgang lief sich das Testmaterial wieder problemlos verwen-
den. Das zuvor beobachtete Phdnomen trat fiir lingere Zeit nicht
mehr auf.

Auch der Inhalt von weit {iber das Verfallsdatum hinaus gealter-
ten Spritzen lie sich durch die Homogenisierung auf den Kera-
mikwalzen in den urspriinglichen Zustand zuriickversetzen. Die
Testzubereitung nahm wieder eine einheitliche, hellrosa Farbe
an und lieferte einwandfreie Testergebnisse.

Ergebnis der histologischen Untersuchung

Eine 4 mm durchmessende Probebiopsie der Haut einer geteste-
ten Person wurde mit 64 Schnittstufen aufgearbeitet. Das histo-
morphologische Bild verdnderte sich mit zunehmender Schnitt-
tiefe. Das Stratum corneum wies zundchst Serofibrineinschliisse
mit Zellkerndetritus auf, zunehmend in kompakt geschichtete
Parakeratosen iibergehend. Ebenso fanden sich im Stratum gra-
nulosum anfdnglich Keratinozytennekrosen, iibergehend in ver-
mutlich reaktiv bedingte Vermehrungen der Granulosazellen
(Abb. 4), die zusatzlich verplumpte und vermehrte Keratohyalin-
granula erkennen lief3en. Parallel konnte eine spongiotische Auf-
lockerung der Epidermis, bedingt durch invadierende Lympho-
zyten nachgewiesen werden. Das Stratum papillare war 6dema-
tos aufgelockert und zeigte stark dilatierte KapillargefaRRe, die
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Abb.4 Keratinozytennekrosen an der Eindringstelle der Kristalle.
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von Erythrozyten und polymorphkernigen Granulozyten ange-
schoppt waren. Es fand sich kein Anhalt fiir eosinophile Granulo-
zyten. Erythrozytenextravasate lieBen sich in keiner der zahlrei-
chen Schnittebenen sichern, obgleich die Endothelien der Gefil3e
geschwollen imponierten. Einblutungen lieRen sich histologisch
nicht nachweisen. Méglicherweise ist die entziindlich bedingte
reaktive GefaBweitstellung Ursache der rotlich gefarbten Macu-
lae, die man bei Betrachtung mit dem bloRBen Auge als Petechien
interpretieren konnte.

Alle Schnittstufen wurden zusatzlich mit der Polarisationsoptik
untersucht. Kristallstrukturen liefSen sich nicht sichern. Falls sol-
che vorgelegen haben, sind sie mit groRer Wahrscheinlichkeit im
Prozess der histologischen Gewebeaufarbeitung durch Lésungs-
mittel aufgeldst worden.

Zusammenfassende histologische Beurteilung: Superfizielle
spongiotische Dermatitis mit Keratinozytennekrosen und reakti-
ver Hypergranulose, vereinbar mit einer toxisch-irritativen Der-
matitis. Die Infiltratzusammensetzung spricht gegen eine aller-
gische Kontaktdermatitis.

Ergebnis der mikroskopischen Untersuchung

der Testspritzen

Die Inhalte der verschiedenen Testspritzen zeigten mit der Pola-
risationsoptik unter dem Mikroskop folgendes Bild: Frisch gelie-
ferte, aber auch mittels Dreiwalzenwerk homogenisierte Sprit-
zeninhalte wiesen winzige, flach nebeneinander in Feldern zu-
sammenliegende Kristalle auf (Abb.5). In den gealterten, ,Pete-
chien“ hervorrufenden Testzubereitungen zeigten sich raphiden-
artige Zusammenballungen von rétlich gefarbten Kristallen, wie
man sie in der anorganischen Chemie als Neubildungen von ge-
wachsenen, ldnglichen Kristallen um einen Kristallisationskern
herum findet (Abb. 6).

Diskussion

Das geschulte Auge ist in der Lage, einer Einblutung dhnelnde
Hautverdanderungen vom morphologischen Bild einer echten al-
lergischen Testreaktion zu unterscheiden. Liegt keine Sensibili-
sierung gegeniiber Kobalt vor, bleibt eine ,,crescendo“-Reaktion

S

Abb.5 Kobaltchloridkristalle in feiner Verteilung in einer frisch gelie-
ferten Testspritze.

aus. Das Bild der ,,Petechien* ist in der 72-Stunden-Ablesung so-
gar noch etwas blasser als nach Abnahme des Testpflasters. Lige
eine echte allergische Reaktion vor, wéren die anfangs gesehe-
nen ,Petechien” in der Spatablesung jedoch durch Papeln, Vesi-
kel, Infiltration und gegebenenfalls Pusteln so iiberlagert, dass
man sie nicht wiederfinden wiirde. Weder das morphologische
Bild noch der Verlauf darf den Beurteilenden daher zu einer Ein-
stufung der petechien-dhnlichen Reaktion auf Kobaltchlorid als
»positiv* verleiten.

Beginnen sich ,Petechien” zu entwickeln, ist dies als sicheres
Zeichen fiir das Einsetzen der Kristallbildung zu werten. In die-
sem Fall treffen im Epikutantest nicht fein in der Vaseline verteil-
te, winzige und relativ flache Kobaltchloridpartikel auf die Haut.
Vielmehr dringen die langlich herausragenden Kristalle wie spit-
ze Nadeln in das Gewebe ein und zerstéren die Zellen, wie histo-
logisch nachgewiesen. An der Eindringstelle liegt Kobaltchlorid
in sehr hoher Konzentration vor und wirkt daher irritativ-to-
xisch. Kobaltchlorid ist sehr hygroskopisch. In der frisch geliefer-
ten Spritze liegt es als rosafarbenes Hydrat der Konstitution
CoCl, x 6H,0 vor. Beim Erwdarmen bis 35°C geht es in wasserar-
mere Hydrate tiber, z.B. CoCl, x 1'/, H,O (dunkelblauviolett). In
feuchter Umgebung vollzieht sich der umgekehrte Vorgang. Das
Chlorid nimmt aus der Vaseline das vorher abgegebene Wasser
wieder auf. Der stindige Wechsel zwischen Zimmertemperatur
auf dem Allergielabortisch (~25°C; im Sommer auch héher)
und niedriger Temperatur im Kiihlschrank (~4°C) fiihrt in unre-
gelmdRigen Abstinden zur Abgabe und zur Wiederaufnahme
von Wasser. Im Laufe der Zeit iberwiegen die Perioden der Lage-
rung bei kiihler Temperatur, vor allem an den Wochenenden. Zu-
ndchst liegen nur einzelne, deutlich unter dem Mikroskop er-
kennbare Zusammenballungen von neu gebildeten, linglichen
Kristallen vor. Es kommt zum ersten Auftreten der,Petechien”.
Im weiteren Verlauf nehmen die GréB8e und Zahl der stacheligen,
seeigelartigen Gebilde langsam zu (Abb. 6).

Besonders hdufiges Transportieren vom Kiihlschrank auf den Ar-
beitstisch und zuriick fithrt bei einer grofRer werdenden Zahl von
Testpflasterzubereitungen schon recht friih zur Bildung solcher
Kristallbildungen, wédhrend wenige Wechsel und eine lingere
Aufbewahrungsdauer den Vorgang verzogern. Schwankungen
zwischen einigen Wochen und mehreren Monaten bis zum Ein-

Abb.6 Neu gebildete Kristalle als seeigelartige Ansammlung von Ko-
baltchlorid in einer gealterten Testspritze.
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setzen der ,Petechien“-Bildung sind somit erkldrlich. Gelegent-
lich liegt der Zeitpunkt bereits nahe am Verfallsdatum, hat die-
ses bereits erreicht oder sogar iiberschritten. Dies kann gesche-
hen, wenn eine Spritze noch bis zum Ende verbraucht werden
soll und die neue schon bestellt ist. Wann die Kristallbildung
ein Ausmal erreicht, das die Testbeurteilung negativ beeinflusst,
kann das geschulte Auge an der Zahl und an der Pragnanz der
LPetechien“ ablesen. Da der Vorgang handhabungsabhdngig ist
und sich ohne die Anwendung technischer Mittel in Klinik und
Praxis nicht beheben ldsst, erscheint eine Verkiirzung des Ver-
fallsdatums nur wenig sinnvoll.

Abhilfe schafft ein Dreiwalzenwerk. Miihelos ldsst sich das Ko-
baltchlorid-Vaselinegemisch wieder in einen homogenen Zu-
stand zuriickversetzen und in die Spritze einfiillen. Kriterium
fiir die hochfeine Verteilung ist die wieder erreichte, einheitliche
Farbung beim Austritt der Testsubstanz aus dem Dreiwalzen-
werk nach mehrmaligem Durchgang. Den Beweis fiir die Unbe-
denklichkeit der Charge erbringt man durch einen Epikutantest
an der Haut von Kontrollpersonen oder an sich selbst. Das Datum
der Homogenisierung schreibt man auf die Spritze. So ldsst sich
nicht nur kontrollieren, wie alt der Spritzeninhalt ist, sondern

auch recht gut berechnen, wann der Aufarbeitungsvorgang wie-
derholt werden muss.

Eine falsche Interpretation des Ergebnisses einer Epikutantes-
tung mit Kobaltchlorid als Folge von , Petechien“ ldsst sich ver-
meiden, wenn man diesem Phdnomen Beachtung schenkt und
rechtzeitig eine Homogenisierung vornimmt. Das mechanische
Hilfswerk eignet sich auch vortrefflich zur Einarbeitung nicht-
kommerzieller Noxen in Vaseline, schldgt jedoch mit iiber 500,-
Euro zu Buche.
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