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1. UVOD

1.1. Caelijakija

Celijakija (gr¢. kotmakog — trbusni) (1) ili glutenska enteropatija je autoimuna bolest
crijeva tj. kroni¢na upalna bolest tankog crijeva. ImunoloSka reakcija je potaknuta
prisutno$¢u glutena u hrani u genetski predisponiranih osoba (2). Najstariji pronadeni
Kapadokije. Gluten tek 1950. godine postaje glavna karika patologije bolesti, a 1988.
godine je u ¢lanku ,,On the coeliac affection Samuel Gee dao prvi klasi¢ni opis
celijakije. Do spoznaje dolazi nizozemski pedijatar Wim Dicke koji u svojoj disertaciji
opisuje kako iskljucenje zitarica iz prehrane kod djece rezultira poboljSanjem bolesti, ali
1 kako ponovno uzimanje brasna i proizvoda pripravljenih od brasna dovodi do recidiva.
Pedijatrica Charlotte Anderson je laboratorijski potvrdila opazanja nizozemskog
pedijatra (1). Upala rezultira poremecajem apsorpcije hranjivih tvari do koje dolazi zbog
ostecenja i atrofije crijevnih resica. Gluten je mjesavina proteina koja je prisutna samo u
zitaricama (pSenica, jeCam, raz). Dijeli se u dvije frakcije s obzirom na topljivost —
glijadine topljive u alkoholu i glutenine topljive u vodi. Celijakija je autoimuna bolest
probavnog trakta, a pogada genetski predisponirane osobe. Povezana je s HLA (human
leukocyte antigen) genima razreda Il glavnog sustava tkivne podudarnosti. Velik broj
oboljelih od celijakije, njih 90-95%, nosioci su DQ2 haplotipa, a ostalih 10% oboljelih
nosioci su DQS8 haplotipa. Celijakija se najceS¢e pojavljuje u djetinjstvu (prije 6.
godine) i izmedu 30. — 40. godine. Homozigoti za DQ2 alele povezuju se s ranom
ekspresijom klasi¢nog oblika bolesti. Simptomi mogu biti razli¢iti. Klinicka slika kao ni
simptomi celijakije ne moraju biti specifi¢ni §to moze otezati njenu dijagnostiku (3)(4).
Kod dojencadi prestanak dojenja, tj. uvodenje zitarica u svakodnevnu prehranu djeteta
dovodi do pocetnih simptoma celijakije. Klasi¢ni simptomi su abdominalne tegobe u
koje spadaju proljev, gubitak tjelesne tezine, izbocen i napet trbuh, povracanje, nadutost
i blijeda stolica neugodnog mirisa. Moguce je pojavljivanje generalizirane hipotonije i
distenzije abdomena praceno Cestim, masnim 1 obilnim stolicama kao 1 opstipacija 1
rektalni prolaps. U predSkolskoj i Skolskoj dobi najc¢e$¢i simptomi su niski rast,
sideropeni¢na anemija i rahitis te je moguca pojava zakasnjelog puberteta (12). Atipi¢ne

simptome ¢e$¢e uofavamo u kasnijoj zivotnoj dobi, a to su anemija, herpetiformni



dermatitis, niski rast, poremecaj funkcije Stitnjace, zakasnjeli pubertet, kroni¢ni umor,
hipoplazija zubne cakline i neplodnost. Nadalje, autoimuni tireoiditis, dijabetes tipa I,
selektivni nedostatak IgA, autoimune bolesti jetre, Down sindrom, Turner sindrom i

Wiliams sindrom ¢esta su stanja pridruzena celijakiji (3)(4).

1.2. Epidemiologija celijakije

Celijakija se u pocetku smatrala bole$¢u osoba bijele rase te se ¢ak nazivala boles¢u
Starog kontinenta, no otkriveno je da ipak nije nuzno ogranicena na Stari kontinent ve¢
je rasSirena po cijelom svijetu. Prvi epidemioloski podaci govore da se prevalencija
kretala izmedu 1:4000 - 1:8000 osoba. Medutim, to nije vjerodostojan pokazatelj jer su
se u navedenu statistiku ubrajali samo bolesnici s klasicnim klini€¢kim simptomima.
Razvojem visoko osjetljivih i specifi¢nih seroloskih testova povecan je broj razlicitih
novootkrivenih vrsta simptomatskih, ali i asimptomatskih klinickih slika celijakije.
Nova saznanja epidemioloskih studija nakon uvodenja kombinacije seroloskih testova i
patohistoloske dijagnostike idu u prilog povecanju incidencije celijakije 1:96 -1:184.
Dakle, prema najnovijim spoznajama prevalencija celijakije u svijetu iznosi priblizno
1% (12). Celijakija se dugo godina smatrala djecjom boleséu, ali je daljnjim
istrazivanjima dokazano da se moze razviti u svakoj zivotnoj dobi. Razdoblje potrebno
za prepoznavanje klini€¢kog stanja celijakije u odrasloj dobi iznosi u prosjeku 11-19
godina. Rizik od pojave bolesti za rodake u prvom koljenu iznosi 1:10, a u drugom

koljenu 1:40 (1)(14).
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1.3.  Oblici celijakije

Tipicna celijakija ima klasi¢ne simptome. Najces$ce se pojavljuje u djece od 6. mjeseca
do 2. godine Zivota. Dijete moze postepeno poprimiti karakteristiCan “zablji izgled”

kojeg opisuje veliki trbuh 1 mrSavi ekstremiteti.

Tiha celijakija je asimptomatsko stanje s atrofiénom sluznicom tankog crijeva. Tiha
celijakija se najéeS¢e otkriva screeningom ili medu rodbinom oboljelih od tipi¢ne

celijakije

Latentna celijakija je stanje populacije koje zbog pozitivnog HLA nalaza ili pozitivhe
obiteljske anamneze ima sklonost razviti celijakiju u buducnosti, ali nije prisutna
atrofija sluznice tankog crijeva. OkoliSni ¢imbenici, druga bolest tankog crijeva ili

izlozenost glutenu mogu uzrokovati razvoj bolesti.

Refraktorna celijakija je stanje kada se i nakon dvije godine bezglutenske prehrane
simptomi 1 klini¢ka slika pacijenta ne poboljSavaju. Uglavnom je uzrokovana
pogresnom bezglutenskom prehranom, te je treba pratiti kako ne bi doslo do
komplikacija. Najvec¢i problem predstavlja nelijeCena celijakija koja moze dovesti do

razvoja malignih bolesti (3)(4)(12)(14).

Tablica 1. Tipi¢ne i atipi¢ne karakteristike klinicke slike celijakije (12)

Tipi¢na klinicka slika Atipi¢na klinicka slika
Proljev Anemija s nedostatkom Zeljeza
Povracanje Ostecenje zubne cakline
Povecan trbuh Herpetiformni dermatitis
Nenapredovanje/gubitak tezine Nizak rast
Bljedo¢a Sterilitet
Gubitak apetita Ponavljajuci bolovi u kostima i trbuhu
Neuhranjenost Ponavljajuce afte
Otok potkoljenica PoviSeni jetreni enzimi



1.4. Gluten

Psenica se pojavila na podrucju danasnje Turske, Palestine, Libanona i sjevernog Iraka.
Uzgoj zitarica nije bio organiziran ve¢ se mnogo vrsta divljih zitarica spontano
pojavljivalo i Sirilo plodnim podrucjima. Potaknuti velikim pristupacnim koli¢inama,
ljudi su naucili obradivati pSenicu i pripravljati jela te je tako zapocelo razdoblje
nacin su antigeni pSenice i je¢ma po prvi put dosli do probavnog sustava Covjeka.
Kljuéni korak u novoj prehrani je bio da se gastrointestinalni sustav ¢ovjeka prilagodi
tj. da se upozna s novom antigenom stimulacijom. Problemi su se pojavili u djelu
populacije ¢ija je genetska predispozicija razvila nepodnosljivost glutena (1). Gluten je
zajednicki naziv grupe proteina te se sastoji od glijadina i1 glutenina koji se nalaze u
endospermu psenice i srodnih zitarica. Glijadin se smatra glavnim uzro¢nikom celijakije
dok glutenin nema nikakvih poveznica sa simptomima celijakije. Glijadin je topljiv u

alkoholu te je bogat ostatcima prolina i glutanina.

otpustanje zonulina
mijenjanje funkcije

stanice «—
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Slika 2. Grada glutena
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Na C terminalu glijadina nalaze se sekvence poliglutamina, a ponavljajuée regije
glutamina i prolina su postavljeni centralno. Glijadin se dijeli se na cetiri frakcije — alfa,
beta, gama 1 delta. Alfa frakcija je najtoksicnija i ima najvec¢i utjecaj u patogenezi
celijakije, medutim i ostale tri frakcije sadrZze toksi¢ne komponente (11). Alfa frakcija
sastoji se od 33 aminokiseline koje ZeluCane, pankreati¢ne i crijevne proteaze ne mogu
razgraditi. Zbog nemoguénosti razgradnje akumuliraju se u crijevnom lumenu. Stoga
glijadin prolazi epitelnu barijeru crijeva i dolazi u interakciju s antigen —

prezentiraju¢im stanicama u lamini propriji crijeva (1).

1.5. Bezglutenska prehrana

Danasnje rjeSenje za celijakiju je cjelozivotna bezglutenska prehrana. Medutim, ona je
izrazito skupa te Cesto negativno utjeCe na psiholoSko stanje pacijenta. Iskljucivanje
pSenice, jeCma 1 razi prvi je korak u borbi protiv celijakije (12). Na podrucju Europske
zajednice, odredene su smjernice po kojima se testirani proizvodi razvrstavaju po
prisustvu glutena u proizvodima na proizvode s niskom razinom glutena ili bezglutenske
proizvode (13). Prekrizeni klas je medunarodni simbol bezglutenske namirnice Cije je

odsustvo glutena potvrdeno testiranjem (Slika 3) (12).

Tablica 2. Podjela proizvoda po prisustvu glutena (13)

Niska razina glutena Bez glutena
< 100mg/kg Do 20 mg/kg
Gluten odstranjen tehnoloskim Proizvodi prirodno ne
postupkom sadrze gluten
Q\‘\“EN fk‘?

Slika 3. Medunarodni simbol bezglutenske namirnice



Bjelancevine, zasi¢ene i nezasi¢ene masne kiseline, kalcij i vitamini veoma su bitni za
funkcioniranje ljudskog organizma, a mogu se prona¢i u mlijeku i mlije¢nim
proizvodima. Upravo zbog takvog sastava, u bezglutenskoj prehrani mlijeko i mlije¢ni
proizvodi veoma su bitni. Medutim, zbog postojanja i najmanje mogucnosti da se ¢ak i
u mlije¢nim proizvodima nalaze tragovi glutena, podijeljeni su u tri grupe po stupnju

vjerojatnosti pronalaska glutena (13).

Tablica 3. Podjela proizvoda po stupnju vjerojatnosti pronalaska glutena (13)

DOPUSTENO RIZICNO ZABRANJENO
Prirodni jogurt Voéni jogurt Jogurt sa sladom
Svjeze mlijeko Napitci na bazi mlijeka Jogurt sa Zitaricama

Mlijeko u tetrapaku Sirni namazi Jogurt sa keksima
Svjeze vrhnje Tuceno vrhnje

Vrhnje* Sladoled
Svjezi sirevi Sirevi s plijesni
Kreme
Pudinzi

Aromatizirano vrhnje za
kuhanje*
* Obradeno na visokoj temperaturi

Nakon godine dana stroge bezglutenske prehrane seroloski nalazi bi se trebali
normalizirati, dok je za potpunu obnovu sluznice potrebno osam godina. Nova
istrazivanja stavljaju naglasak na pronalazak terapije koja ne ukljucuje striktnu
bezglutensku prehranu. Peroralna enzimska terapija bi omogucila poveéanu razgradnju 1
podnosljivost glutena te njegovo povremeno konzumiranje, dok imunomodulatorski
lijekovi omogucavaju blokiranje crijevne transglutaminaze, lucenje upalnih citokina te
aktivaciju T-limfocita. U slucajevima refraktorne celijakije moguce je uzeti u obzir

terapiju kortikosteroidima ili imunosupresivima (12).



1.6. Patogeneza celijakije

Patogeneza celijakije zapocinje unoSenjem glutena u genetski predisponiranih osoba u
kojih je doslo do imunosnog odgovora. UnoSenje glutena inicira upalu nakon koje
dolazi do atrofije crijevne sluznice, a posljedicno tome smanjuje se sposobnost
apsorpcije hranjivih tvari. Glutenska intolerancija je rezultat mehanizma prirodene
imunosti koja je posredovana intraepitelnim limfocitima i steCene specificne Thl (engl.
T helper type 1) reakcije na gluten. SteCeni specifi¢ni odgovor stvara protutijela na
autoantigen tkivnu transglutaminazu (tTG). tTG je enzim koji se nalazi u crijevu s
kojim reagiraju endomizijska protutijela (1). Ovaj enzim Kkatalizira transaminaciju
specifi¢nih glutaminskih bo¢nih lanaca u glutamat. Tako dobiveni glutamat ima veci
afinitet prema HLA-DQ2 molekulama, a T i B limfociti bivaju stimulirani te zbog toga
sintetiziraju vise proupalnih citokina: INF-y, TNF-o i IL-15 (12). Glavna uloga tTG-a
je kontroliranje osteCenja tkiva. tTG deamidira i mijenja strukturu glijadina te se s
promijenjenim glijadinom veZe u stabilni kompleks (1). Imunosni odgovor i kroni¢ne
upale poti¢u apoptozu enterocita 1 slabljenje spojeva izmedu enterocita, a to povecava

propusnost crijevne sluznice i razvoj bolesti (12).

1.7. Dijagnostika celijakije

Do pedesetih godina 20. stoljeca, dijagnostika celijakije se temeljila na uocavanju
problema s malapsorpcijom. Usporedno s poveéanjem incidencije celijakije u svijetu,
povecana je osvijeStenost o navedenoj kroni¢noj upali, §to je rezultiralo usavrSavanjem i
napretkom dijagnostike. Sezdesetih godina 20. stoljeéa prve odrednice za dijagnostiku
celijakije izdalo je Europsko drustvo za pedijatrijsku gastroenterologiju, hepatologiju i
prehranu (engl. European society for pediatric gastroenterology, hepatology and
nutrition, ESPGHAN). Odrednice su sadrzavale cetiri klju¢ne toCke. Pojavom prvih
simptoma bolesti bilo je potrebno kao dokaz pronaci promjene na sluznici tankog
crijeva kod osoba koje uzimaju hranu bogatu glutenom. Zatim je bilo potrebno pratiti
klinicki odgovor na bezglutensku prehranu. Treéi korak je ponavljanje histoloSkog
nalaza 1 usporedba sluznice tijekom glutenske 1 bezglutenske prehrane. Konacni korak

bio je uoditi oste¢enje sluznice i ponovnu pojavu simptoma bolesti tijekom ponovnog



uvodenja prehrane bogate glutenom. Ponavljanje histoloskog nalaza te nesigurna i
nevjerodostojna metoda zahtijevala je unaprjedenje pristupa u dijagnostici celijakije.
Osamdesetih godina 20. stoljeca, uvode se osjetljivi i specificni seroloski testovi. Osobe
koje u svojoj anamnezi imaju diabetes mellitus I, autoimuni tioriditis, bolesti jetre ili
Downov sindrom, podvrgavaju se screening testiranju zbog povecane mogucnosti da

budu asimptomatski oboljeli od celijakije ili imaju subklini¢ke simptome.

Klini¢ki simptomi, seroloski biljezi i histoloski nalaz lezija u bioptatu tankog crijeva
kljuéni su koraci u dijagnostici celijakije. Kriteriji ESPGHAN uzimaju u obzir visoku
vjerojatnost atrofije crijevnih resica u simptomatske djece sa visokom razinom antitijela
na tkivnu transglutaminazu, anti- tTG IgA (10 puta veca od gornje granice referentnog
raspona) te se smatra da za ovu skupinu simptomatskih osoba nije potrebna biopsija veé
dijagnozu potvrduju pozitivna antiendomizijska antitijelima (EMA) i prisutnost HLA
DQ8/DQ2 haplotipa.

Dostupno je viSe razli¢itih seroloskih testova za odredivanje protutijela karakteristicnih
za celijakiju, a kombinacijom istovremeno viSe razli¢itih testova, probir i dijagnostika
se unaprjeduju i postaju sve vjerodostojniji (12). Ako je seroloski nalaz negativan, a
postoje simptomi koji nedvojbeno upucuju na celijakiju, potrebno je uciniti biopsiju
tankog crijeva. U odraslih osoba oboljelih od celijakije osjetljivost na anti-tTG IgA i
antitijela na deamidirane glijadinske peptide (anti-DPG IgG) manja je nego u djece, titar
antitijela je niZi kao 1 stupanj atrofije crijevnih resica stoga ¢e nalaz visoke razine
tTG-IgA biti rjedi (3)(4). EMA-IgA antitijela imaju visoku specificnost za celijakiju.
Klinicka toc¢nost ove metode je 99%. EMA se odreduje metodom indirektne
imunofluorescencije koja zahtjeva viSe vremena, educirano i iskusno osoblje. Uz to
EMA metoda je kvalitativna (semikvantitativna) pa se EMA ne preporuca za prvu liniju

probira.



Preporuke prije i tijekom dijagnosti¢ke obrade bolesnika sa sumnjom na celijakiju:

e Konzumiranje glutenske prehrane minimalno 6-8 tjedana prije pocetka

dijagnosticiranja

e Potrebno zavrsiti dijagnosti¢ki postupak 1 potvrditi ili iskljuciti celijakiju prije

preporuke o0 zapocinjanju bezglutenske dijete

e Potrebno je na pocetku dijagnostickog postupka odrediti ukupni IgA u krvi radi

izbjegavanja “lazno negativnog” nalaza testiranjem tTG IgA u bolesnika s

deficijencijom IgA u serumu

e Pri klini¢koj sumnji u slucaju negativnih nalaza inicijalne obrade potrebno je

e Genski test (odredivanje DQ2DQ8-heterodimera) sluzi kao iskljucni test, a ne

potvrdni jer oko 40% populacije ima promjene DQ2DQ8-heterodimera.

Pozitivan nalaz potvrduje gensku podlogu za razvoj celijakije, a ne dijagnozu

bolesti

e U provodenju endoskopske procedure potrebno je pridrzavati se pravila

endoskopske dijagnostike s obzirom na mjesto uzimanja uzoraka (dvanaesnik),

broj uzoraka (4-6) i pravilo o orijentaciji (fiksiranje uzorka na filtrirni papir uz

asistenciju medicinske sestre ili tehnicara)(1)



Anti-TG2 >10x Anti-TG2 <10x Anti-TG2 neg,
normala normala IgA <0.2, IgG DGP” poz

EMA poz EMA poz EMA neg
HLA poz HLA neg HLA neg

! \

Lazno neg Lazno poz anti-
HLA? 1G2?

"Marsh 1 Marsh 2
ili3

* Anti-TG2 - antitijelo na tkivu transglutaminazu
*|gG DGP — antitijelo na deaminirani protein glijadina
" EMA - endomizijska protutijela

"Marsh 1, 2, 3 - oznake za stupanj patohistoloskog ostecenja sluznice tankog crijeva
Slika 4. Dijagnosticki postupnik kod djeteta sa simptomima celijakije

Izvor: Postupnik za dijagnostiku celijakije u djece; Hrvatsko drustvo za pedijatrijsku
gastroenterologiju, hepatologiju i prehranu
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Anti-TG2 Anti-TG2 Anti-TG2 neg,
>3 x norm <3x norm I1gA uk norm
EMA’
Endoskopija +
biopsije
EMA poz / / EMA neg /

=

* Anti-TG2 - antitijelo na tkivu transglutaminazu

" EMA ~ endomizijska protutijela

“Marsh 1, 2, 3 - oznake za stupanj patohistolo3kog
oitecenja sluznice tankog crijeva

Slika 5. Dijagnosticki postupnik kod asimptomatskog djeteta

Izvor: Postupnik za dijagnostiku celijakije u djece; Hrvatsko drustvo za pedijatrijsku
gastroenterologiju, hepatologiju i prehranu

11



R
I

pozitivan negativan anti-TG2 | | negativan anti-TG2
anti-TG2 nizak IgA normalan IgA

v v v
Biopsija, anti-TG2 | | Biopsija, anti-TG2 | | biopsija/serologija
negativni pozitivni nepodudarnost

.

*Anti-TG2 — antitijelo na tkivnu

transglutaminazu

*DGP — deamidirani glijadinski peptid

Slika 6. Dijagnostic¢ki postupnik kod odraslih

Izvor: Rubio-Tapia A., Hill 1. D., Kelly C. P., Calderwood A. H., MD, Murray J. A.,:
Am J Gastroenterol 2013; 108:656-676: ACG Clinical Guidelines: Diagnosis and

Management of

Celiac Disease
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1.8. Autoantitijela na tkivnu transglutaminazu

Anti-tTG su zbog svoje visoke osjetljivosti prvi korak u dijagnostici celijakije.
Specificnost je veca od 94%, a osjetljivost veca od 92%. Specificnost i osjetljivost testa
povecane su uvodenjem nativne procis¢ene tTG iz humanih eritrocita i rekombinantne
humane tTG (thtTG). Ako nije moguce izmjeriti antitijela tipa IgA ili je njihova razina
znatno snizena, odreduju se IgG antitijela. Anti-tTG IgA se Koristi i kao biljeg u
kontroliranju bezglutenske dijete. Razina anti-tTG IgA se normalizira nakon 6-12
mjeseci u oko 80% osoba koje se pridrzavaju dijete.

Za odredivanje anti-tTG antitijela koriste se ELISA (The enzyme-linked
immunosorbent assay), FEIA (fluoroenzimski imunotest - engl. Fluoro Enzyme
Immuno Assay), CLIA (Chemiluminescence Immunoassays) i multipleks tehnologija,
ALBIA (engl. addressable laser bead immunoassay) metode kao i brza kvalitativna

imunokromatografska metoda koju je moguce koristiti u lije¢nickim ordinacijama (3).

1.9. Autoantitijela na deamidirane glijadinske peptide

Anti-DPG mogu biti IgA i IgG klase. IgG dijagnosti¢ki je to¢niji biljeg, medutim smatra
se da najbolju dijagnosticku tocnost ima odredivanje kombiniranog mjerenja obiju klasa
antitijela. Dvostruka reaktivnost i visoki titar uvelike povecavaju vjerojatnost za
dijagnozu. Takoder, titar oba antitijela u korelaciji je s histoloskim nalazom o$tecenja
crijevne sluznice.

Kod pacijenata sa selektivnim nedostatkom IgA u svrhu dijagnostike odreduju se anti-
DPG IgG i/ili anti-tTG IgG antitijela. Budu¢i da je osjetljivost EMA IgA i anti-tTG IgA
u djece mlade od 2 godine nesto slabija jer se puna ekspresija ovih antitijela razvija tek
nakon dvije do tri godine, za tu populaciju preporucuje se kombinirano odredivanje
anti-tTG IgA i anti-DPG 1gG izotipa kako bi se postigla optimalna osjetljivost i
specifi¢nost. Za odredivanje anti-DGP antitijela koriste se ELISA, FEIA, CLIA, ALBIA
1 brza kvalitativna imunokromatografska metoda predvidena za koriStenje u lije¢nickim

ambulantama (3).
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2. CILJEVI

e Usporediti rezultate dobivene dvjema razliCitim metodama za

odredivanje anti-tTG IgA i anti-DPG IgG

e Utvrditi postoji li znacajna razlika medu dobivenim rezultatima
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici i metode

U ovom istrazivanju provedena je usporedba metoda u svrhu uvodenja novih potpuno
automatiziranih kemiluminiscentnih testova za odredivanje anti-tTg IgA i anti-DPG IgG
antitijela (ZENIT RA t-TG IgA i ZENIT RA Deamidated Gliadin IgG, Menarini
Diagnostics). Na analizatoru IDS ISYS provedena je verifikacija metoda koja je
obuhvatila procjenu preciznosti u seriji, procjenu medupreciznosti i usporedbu s drugim
metodama (kvalitativnim ELISA testovima QUANTA Lite tTG IgA i QUANTA Lite
Gliadin IgG II; INOVA, San Diego, CA). KoriSteni su rutinski uzorci pacijenata koji su

analizirani radi standardne dijagnosti¢ke obrade u bolnici zbog sumnje na celijakiju.
Preciznost u seriji je provedena analiziranjem tri slabo pozitivna i Cetiri jako pozitivna
uzorka u triplikatu. Medupreciznost je odredena analiziranjem jednog slabo pozitivnog i

dva jako pozitivna uzorka tijekom tri dana.

Trideset uzoraka pacijenata za anti-tTg IgA i dvadeset i osam uzorka za anti-DPG IgG

analizirano je u Zavodu za medicinsku laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split.
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3.1.1. ELISA test za odredivanje autoantitijela na tkivnu
transglutaminazu

Tkivna transglutaminaza dobiva se izolacijom iz svjezih eritrocita, kojim se oblazu
jazice u uvjetima koji omogucavaju stabilnost antigena. U jazice obloZene antigenima,
dodaje se kontrolni uzorak i razrijedni uzorak bolesnika. Tijekom inkubacije dolazi do
vezanja imobiliziranih antigena s potencijalnim anti-tTG antitijelima. Nevezani uzorak
se ispire, a enzimom oznacena anti humana IgA antitijela dodaju se u svaku jazicu.
U drugoj inkubaciji postoji mogucnost da enzim oznaceni anti humani IgA veze bilo
koje pacijentovo antitijelo koje ostaje vezano. Nakon drugog ispiranja, ispire se sav
nevezani enzim, a preostala enzimska aktivnost mjeri se dodavanjem kromogenog

supstrata i spektrofotometrijski se mjeri intenzitet nastale boje.

Moguc¢i su lazno pozitivni rezultati ako dode do vezanja nespecifi¢nih imunoglobulina i

imuno kompleksa (5).

3.1.2. ELISA test za odredivanje autoantitijela na deamidirane
glijadinske peptide

Procisc¢eni glijadinski peptidi vezani su za jazice u uvjetima koji omogucavaju stabilnost
antigena. Kontrolni uzorak i razrijedeni uzorak bolesnika dodaje se u jazice. Tijekom
inkubacije dolazi do vezanja imobiliziranih antigena s potencijalnim antitijelima na
glijadinske peptide za imobilizirane antigene. Nevezani uzorak se ispire, a enzimom
oznaceni anti humani IgG konjugat se dodaje u svaku jazicu. U drugoj inkubaciji postoji
moguénost da enzimom oznaceni anti human IgG veze bilo koje bolesnikovo antitijelo
koje je vezano za jazice. Tijekom drugog ispiranja, ispire se svaki nevezani enzim, a
preostala enzimska aktivnost mjeri se dodavanje kromogenog supstrata i
spektrofotometrijski se mjeri intenzitet nastale boje koji je proporcionalan titru prisutnih
antitijela (6).
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3.1.3. CLIA metoda za odredivanje autoantitijela na tkivnu
transglutaminazu

CLIA (Chemiluminescence) metoda je indirektna metoda koja se sastoji od dva koraka.
Humano anti-1gA protutijelo je povezano s konjugatom (akridinij ester derivat), dok je
specifi¢ni antigen vezan za magnetne Cestice tj. ¢vrstu fazu. Tijekom prve inkubacije
specifi¢na antitijela vezu se za antigen vezan na ¢vrstu fazu, a tijekom druge inkubacije,
konjugat reagira s vezanim anti-tTG IgA antitijelima. Nakon svake inkubacije, Cestice
koje se nisu povezale s ¢vrstom fazom usisavaju se i ispiru. Kemiluminiscentna rekacija
i izmjerena jacina signala mjera je prisutnih anti-tTG antitijela. Generirani signal mjeri
se u RLU (Relative Light Units).

U uzorcima koji ne sadrze anti-tTG IgA antitijela dodavanjem specifi¢ne Cvrste faze
omogucéeno je odredivanje ukupnog IgA Kkoristeé¢i sendvi¢ imunometrijsku tehniku.
Tijekom prve inkubacije IgA iz uzorka veze se na anti humana antitijela vezana na
¢vrstu fazu. Tijekom druge inkubacije, konjugat reagira s IgA antitijelima uhvac¢enim na
¢vrstoj fazi. Nakon svake inkubacije nevezane Cestice se usisavaju i ponavljano ispiru.
Nadalje, signal se takoder mjeri u RLU te je pokazatelj koncentracije IgA prisutne u

uzorcima koji ne sadrze anti-tTG IgA antitijela (7).

3.1.4. CLIA metoda za odredivanje autoantitijela na deamidirane
glijadinske peptide

ZENIT RA Deamidated Gliadin IgG koristi se za odredivanje anti-DGP 1gG antitijela.
Metoda je indirektna te se sastoji od dva koraka. U prvoj inkubaciji, specificna antitijela
prisutna u uzorcima vezu se na antigen fiksiran na ¢vrstoj fazi. U drugoj inkubaciji,
konjugat reagira s anti-DPG IgG antitijelima uhvaéenima na ¢vrstoj fazi. Nakon svake
inkubacije, nevezane Cestice uklanjaju se usisavanjem i ponovljenim ispiranjem.
Kemiluminiscentna reakcija i izmjerena jacina signala mjera je kvantificiranja
oznacenog konjugata povezanog s ¢vrstom fazom. Generiran signal mjeri se u RLU te je

pokazatelj prisutnosti antitijela (8).
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3.2.  Verifikacija semikvantitativnih imunokemijskih metoda

Verifikacija je obuhvatila ispitivanje preciznosti i usporedbu metoda. Kriteriji

prihvatljivosti su vrijednosti unutar deklariranih vrijednosti proizvodaca.

3.2.1. Preciznost

Preciznost u seriji (ponovljivost): analizirati 1 pozitivnu i 1 slabo pozitivnu grani¢nu
vrijednost u triplikatu u jednom mjerenju
Preciznost iz dana u dan (medupreciznost): Analizirati 1 pozitivnu i 1 slabo pozitivnu

grani¢nu vrijednost tijekom 3 razliita dana (9)

3.2.2. Usporedba s drugom metodom

Ako je u laboratoriju koristena druga analitiCka metoda, potrebno je usporediti novu
metodu s postojeCom. Analizirati najmanje 20 uzoraka bolesnika s pozitivnim [n=7],

negativnim [n=7] i grani¢nim [n=6] vrijednostima i rezultate izraziti kao postotak

slaganja. Metoda je prihvatljiva ako je postotak slaganja > 90 (9).
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3.3. Instrumenti

3.3.1. ETI-MAX 3000

ETI-MAX 3000 je potpuno automatizirani analizator mikrotirarskih plocica za
izvodenje automatiziranog odredivanja ELISA testova. Osim fotometrijskih mjerenja, u
potpunosti izvodi uzorkovanje S$to ukljuCuje prethodno razrjedivanje uzoraka,

pipetiranje uzoraka i reagensa, inkubaciju i ispiranja.

3.3.2. IDS

IDS (Immunodiagnosticsystems) je imunokemijski analizator koji  koristi
kemiluminiscentnu metodu. Kemiluminiscentne metode mogu biti kompetitivne ili
sendvi¢ metode. Kemiluminiscencija je emisija svjetlosti uzrokovana kemijskom
reakcijom antigen-antitijelo i obiljezivaca koji emitira svjetlost. Test kvantificira
prisutnost analita u uzorku. Tijekom kemiluminiscentne reakcije sekvencijsko
dodavanje vodikova peroksida (H,O;) i natrijevog hidorksida (NaOH) rezultira
oksidacijom i eksitacijom akridinij estera. Povratak u stabilno stanje nize energije
uzrokuje emisiju svijetla. Intenzitet svijetla se naglo poveéava, doseze maksimum te se
zatim smanjuje 1 nestaje u sekundama. Ocitavanje rezultata se odvija u luminometru.
Dobiveni signal je prikazan u RLU. Koncentracija analita proporcionalna je intenzitetu

kemiluminiscencije (10).
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4. REZULTATI

4.1. Procjena preciznosti anti-tTG IgA - IDS

4.1.1. Preciznost u seriji

uzorka u triplikatu.

* v

D=1dan;n=3 1. 2. 3.

(triplikat) mjerenje | mjerenje | mjerenje 3 SD | KV%
Uzorak 1 3.7 3.4 3.3 3.47 0.21 6.05
Uzorak 2 10.6 12.0 11.7 11.43 0.74 6.47
Uzorak 3 16.5 17.5 17.0 17.00 0.50 2.94
Uzorak 4 35.1 34.7 34.9 34.90 0.20 0.57
Uzorak 5 70.4 64.9 68.1 67.80 2.76 4.07
Uzorak 6 84.9 87.7 85.6 86.07 1.46 1.68
Uzorak 7 194.9 187.3 185.4 189.20 | 5.03 2.66

KV za preciznost u seriji za anti-tTG IgA kretao se od 0,57 do 6,47%.
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4.1.2. Preciznost iz dana u dan

Preciznost iz dana u dan odredena je analiziranjem jednog slabo pozitivnog i dva jako

pozitivna uzorka tijekom tri dana.

1. 2. 3.
D=3dana;n=1 ) ) ) ) ) ) i SD KV%
mjerenje | mjerenje | mjerenje
Uzorak 1 11.43 12.4 11.9 11.91 0.49 4.11
Uzorak 2 64.6 67.80 61.5 64.63 | 3.15 4.87
Uzorak 3 191.3 189.2 195.0 191.83 | 2.94 1.53

KV za preciznost za medupreciznost bio je 1,53 do 4,87%.
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4.2.

4.2.1. Preciznost u seriji

uzorka u triplikatu.

Procjena preciznosti anti-DPG IgG - IDS

.....

D=1dan;n=3 1. 2. 3.

o ) ) ) ) ) ) £ SD KV%
(triplikat) mjerenje | mjerenje | mjerenje
Uzorak 1 10.1 9.5 9.8 9.80 0.30 3.06
Uzorka 2 13.3 15.0 14.7 1433 | 0.91 6.35
Uzorka 3 14.1 15.5 15.3 14.97 0.76 5.08
Uzorak 4 20.7 22.1 22.7 21.83 | 1.03 4.72
Uzorak 5 34.6 36.6 36.0 35.73 | 1.03 2.88
Uzorak 6 79.5 80.0 79.7 79.73 | 0.25 0.31
Uzorak 7 129.3 124.5 1255 126.43 | 2.53 2.00

KV za preciznost u seriji za anti-DPG 1gG bio je 0,31 do 6,35%.
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4.2.2. Preciznost iz dana u dan

Preciznost iz dana u dan odredena je analiziranjem jednog slabo pozitivnog i dva jako

pozitivna uzorka tijekom tri dana.

1. 2. 3.
D=3dana;n=1 . . ] ] ] ] 7 SD KV%
mjerenje | mjerenje | mjerenje
Uzorak 1 9.8 9.3 9.4 9.50 0.26 2.74
Uzorak 2 79.7 81.9 80.8 80.80 1.10 1.36
Uzorak 3 126.4 119.5 120.6 122.17 | 3.71 3.04

KV za medupreciznost bio je od 1,36 do 3,04%.
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4.3. Usporedba rezultata anti-tTG IgA ELISA (Inova) - CLIA (IDS)

Usporedba metoda provedena je paralelnim odredivanjem anti-tTG IgA u 30 uzoraka

bolesnika.

Tablica 4. Rezultati odredivanja anti-tTG IgA ELISA metodom i metodom

kemiluminiscencije

Inova ELISA IDS
br. uzorka < 20 negativno
20-30 slabo pozitivno < 9,9 U/ml negativno
> pozitivno

1 76/7.8. 8 - 2,1 -
2 5015/12.8. 14 - 2,3 -
3 5334/2.9. 4 - 1,7 -
4 105/7.9. 7 - 2,2 -
5 98/22.9. 18 - 3,8 -
6 117/25.9. 6 - 2,1 -
7 960/24.5. 10 - 6,3 -
8 564/25.5. 4 - 1,8 -

9 251/31.5. 3 - 3,7 -
10 480/25.5. 14 - 4,9 -
11 418/27.5. 14 - 6 -
12 667/23.5. 5 - 2 -
13 706/23.5. 3 - 2 -
14 999/25.5. 4 - 2,3 -
15 661/23.5. 3 - 2,2 -
16 294/30.5. 20 - 8,9 -
17 386/23.9. 26+ 7,4 -
18 65/2.10. >80 + 36,2 +
19 5314/19.8. 74+ 22,6 +
20 5026/21.8. >80 + 200 > +
21 5030/28.8. >80 + 382,2 +
22 5078/31.8. >80 + 191,3 +
23 104/23.9. >80 + 399,2 +
24 206/29.9 >80 + 284,4 +
25 5056/30.9. >80 + 200 > +
26 243/2.10. >80 + 83,9 +
27 5272/29.7 >80 + 31,7 +
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28 5292/30.7. >80 + 64,9 +
29 578/23.5. >80 + > 200 +
30 630/30.5. 3 - 15,1 +

Usporednim odredivanjem anti-tTG IgA dvjema metodama do odstupanja je doslo samo
kod dva uzorka (u tablici oznaceno crvenim sjencanjem redova).

Odstupanje je 6,67% (2/30) sto je prihvatljivo (prihvatljivo odstupanje < 10%).
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4.4,

Usporedba rezultata anti-DPG 1gG ELISA (Inova) - CLIA (IDS)

Usporedba metoda provedena je paralelnim odredivanjem anti-DPG 1gG u 28 uzoraka

bolesnika.

Tablica 5. Rezultati odredivanja anti-DPG

kemiluminiscencije

IlgG ELISA metodom i metodom

Inova EL!SA IDS
br. uzorka < 20 negativno
20-30 slabo pozitivno < 9,9 U/ml negativno
> pozitivho

1 385/3.9. 6 - 1,8 -
2 153/11.9. 5 - < -
3 5033/22.9. 3 - < -
4 49/29.9. 3 - < -
5 431/30.9. 6 - 2,8 -
6 5087/1.10. 4 - 0 -
7 5150/1.10. 5 - 0 -
8 63/2.10. 4 - 0 -
9 162/2.10. 4 - 1,3 -
10 249/2.10. 4 - 0 -
11 449/7.10. 7 - 2,6 -
12 294/6.11. 3 - 0 -
13 5161/26.11. (1:7) 12 - 8,9 -
14 214/8.9. 6 - 0,3 -
15 352/27.8. 37 + 47,5 +
16 5093/22.9. 4 - 2,6 -
17 79/2.10. 21 + 3,4 -
18 307/5.11. 2 - 0,1 -
19 454/5.11. 3 - 0,9 -
20 155/9.11. 6 - 0 -
21 240/9.11. 5 - 1,5 -
22 349/12.11. 12 - 0,6 -
23 5250/30.11. 11 - 2,9 -
24 211/4.12. 76 + 180,7 +
25  389/25.11. (1:4) >80 + > +
26  5416/6.11. (1:4) 47 + 52,9 +
27  344/11.11. (1:4) 38 + 43,4 +
28 5068/9.11. 47 + 32,9 +
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Usporednim odredivanjem anti-DPG 1gG dvjema metodama do odstupanja je doslo
samo u jednom uzorku (u tablici oznaceno crvenim sjencanjem reda).

Odstupanje je 3,57 % (1/28) sto je prihvatljivo (prihvatljivo odstupanje < 10%).
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5. RASPRAVA

Celijakija je autoimuna bolest crijeva Cija je imunoloska reakcija potaknuta unosom
glutena u organizam genetski predisponirane osobe. Autoimuna reakcija potice nastanak
1 povecanje razine autoantitijela, a posljedicno tome i oSte¢enje crijevnih resica Sto
rezultira malapsorpcijom. Pojavljivanje visoko specificnih i osjetljivih seroloSkih
testova u kombinaciji s patohistoloSkom dijagnostikom uvelike je olakSalo i
unaprijedilo postavljanje dijagnoze celijakije. Nadalje, osim poznate klasi¢ne klinicke

slike, otkriven je veliki broj atipi¢nih oblika bolesti.

U ovom istrazivanju usporedivane su dvije razli¢ite metode (CLIA 1 ELISA) za
odredivanje anti-tTG IgA i anti-DPG 1gG. Anti-tTG IgA su pocetni korak u dijagnostici
celijakije zbog visoke specifi¢nosti i osjetljivosti. Kod djece i osoba s nedostatkom IgA

preporucuje se odrediti i anti-DPG IgG tipa.

Kemiluminiscentna metoda je za oba antitijela pokazala zadovoljavajuéu preciznost
(<10% odstupanja). Razlike u rezultatima usporedne analize zabiljezene su samo kod
grani¢no pozitivnih vrijednosti. Usporedba metoda zadovoljila je definirani kriterij
prihvatljivosti (<10% odstupanja). Kemiluminiscentna metoda ima Siroki mjerni raspon
(>10 puta iznad gornje granice referentnog intervala) ¢ime je izbjegnuta potreba za
razrjedivanjem uzoraka s visokim vrijednostima. Reagens za odredivanje anti-tTG IgA
omogucava istovremenu kvantifikaciju specificnog 1 ukupnog IgA $§to olakSava
prepoznavanje onih pacijenata kojima je nuzno odrediti specifi¢no antitijelo IgG klase.
Stabilnost testa i reakcijskih uvjeta omogucava koriStenje pohranjene kalibracijske

krivulje.
Uz zadovoljavajuce rezultate verifikacije, uvodenje nove kemiluminiscentne metode za

odredivanje anti-tTG i anti-DPG IgG skracuje vrijeme do izdavanja nalaza budu¢i da se

antitijela, za razliku od ELISA metode, mogu odredivati pojedinacno.

28



6. ZAKLJUCCI

e Ispitivani testovi pokazali su zadovoljavajucu preciznost

e Usporednim odredivanjem pokazalo se da postoje minimalna odstupanja izmedu

dvije metode kod uzoraka s grani¢nim vrijednostima

e Usporedba zadovoljava definirani kriterij prihvatljivosti (<10% odstupanja)
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8. SAZETAK

CILJ:

Cilj rada je usporediti ELISA i CLIA metodu za odredivanje autoantitijela na tkivnu
transglutaminazu tipa IgA (anti-tTG IgA) i autoantitijela na deamidirane glijadinske
peptide tipa 1gG (anti-DPG IgG) te usporedbom dobivenih rezultata utvrditi postoje li

Znacajne razlike u rezultatima.

METODE:

U svrhu uvodenja novih, potpuno automatiziranih kemiluminiscentnih testova za
odredivanje anti-tTG IgA i anti-DPG IgG antitijela (ZENIT RA t-TG IgA i ZENIT RA
Deamidated Gliadin IgG, A. Menarini Diagnostics) na analizatoru IDS ISYS provedena
je verifikacija metoda koja je obuhvatila procjenu preciznosti u seriji, procjenu
medupreciznosti 1 usporedbu s drugim metodama (kvalitativnim ELISA testovima
QUANTA Lite anti-tTG IgA i QUANTA Lite Gliadin 1gG II; INOVA, San Diego,
CA). Preciznost u seriji odredena je analiziranjem tri slabo pozitivna i cetiri jako
pozitivna uzorka u triplikatu. Medupreciznost je odredena analiziranjem jednog slabo
pozitivnog i dva jako pozitivna uzorka tijekom tri dana. Usporedba metoda provedena je
na 30 uzoraka pacijenata za anti-tTG IgA i 28 uzorka za anti-DPG IgG.

REZULTATI:

KV za preciznost u seriji za anti-tTG IgA kretao se od 0,57 do 6,47%, a za
medupreciznost 1,53 do 4,87%. KV za preciznost u seriji za anti-DPG 1gG bio je 0,31
do 6,35%, a za medupreciznost od 1,36 do 3,04%. Usporedba metoda pokazala je
zadovoljavajuce slaganje rezultata za anti-tTG IgA (2/30; odstupanje 6,67%) i anti-DPG
IgG (1/28; odstupanje 3,57%).

ZAKLJUCAK:

Ispitivani testovi su pokazali zadovoljavajuéu preciznost. Razlike u rezultatima
usporedne analize zabiljezene su kod grani¢nih vrijednosti. Usporedba metoda
zadovoljila je definirani kriterij prihvatljivosti (<10% odstupanja). Reagens za

odredivanje anti-tTG IgA omogucava istovremenu kvantifikaciju specifi¢nog i ukupnog
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IgA Sto omogucava prepoznavanje onih pacijenata kojima je nuzno odrediti specifi¢no
antitijelo IgG klase. Stabilnost testa 1 reakcijskih uvjeta omoguéava koriStenje
pohranjene kalibracijske krivulje. Uz zadovoljavajuce rezultate verifikacije, uvodenje
nove kemiluminiscentne metode za odredivanje anti-tTG IgA i anti-DPG IgG skracuje
vrijeme do izdavanja nalaza budu¢i da se antitijela, za razliku od ELISA metode, mogu

odredivati pojedinacno.
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9. SUMMARY

THE AIM:

The aim of this thesis is to compare ELISA and CLIA method for the determination of
autoantibodies to tissue transglutaminase type IgA (anti-tTG IgA) and autoantibodies to
deamidated gliadine peptide type 1gG (anti-DPG 1gG) and with the comparison of the

obtained results determine whether there are significant differences in the results.

METHODS:

For the purpose of introducing new, fully automated chemiluminescence assays for the
determination of anti-tTG IgA and anti-DPG IgG antibodies (ZENIT RA t-TG IgA and
ZENIT RA Deamidated Gliadin 1gG, A. Menarini Diagnostics) on the IDS ISYS
analyzer was conducted a verification of the methods which included series precision
estimation, inter assay precision estimation and comparison with other methods
(qualitative ELISA assays QUANTA Lite anti-tTG IgA and QUANTA Lite GliadinlgG
I, INOVA, San Diego, CA). Precision in the series was determined by analyzing three
poorly positive and four highly positive samples in triplicate. Inter assay precision was
determined by analyzing one poorly positive and two highly positive samples during
three days. The comparison of methods was conducted on 30 pacient samples of anti-
tTG IgA and 28 samples for anti-DPG IgG.

RESULTS:

The coefficient of variation (CV) for precision in the anti-tTG IgA series ranged from
0.57 to 6.47%, and for inter assay precision from 1.53 to 4.87%. CV for precision in the
anti-DPG IgG series was from 0.31 to 6.35% and for a median of 1.36 to 3.04%.
Comparison of the methods showed concordant results for anti-tTG IgA (2/30,
deviation 6.67%) and anti-DPG IgG (1/28; 3.57% deviation)

CONCLUSION:
The tested assays showed satisfying precision. Differences in the results of the parallel
analysis were noted at the limit values. The comparison of the methods met the defined

eligibility criteria (<10% deviations). The anti-tTG IgA antibody reagent provides
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parallel specific and total IgA quantification, which allows the recognition of those
patients to whom specific anti-IgG classes must be determined. The stability of the test
and the reaction conditions allows the use of saved calibration curve. With satisfying
verification results, the introduction of new chemiluminescence methods for the
determination of anti-tTG IgA and anti-DPG IgG shortens TAT since antibodies, unlike
ELISA method, can be determined individually.
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