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POVZETEK

Celiakija je ena najpogostejsih kroni¢nih bolezni prebavil in nastane kot posledica uzivanja
glutena pri genetsko predisponiranih osebah. Prekomeren imunski odziv na gluten
povzroci znacilne histoloske spremembe tankega ¢revesa in nastanek specifi¢nih protiteles,
ki jih lahko dokaZzemo v serumu bolnika.

Namen dela je bil primerjati rezultate dolocitve antigliadinskih protiteles in protiteles proti
tkivni transglutaminazi v rutinski diagnostiki uveljavljene ELISA metode z novejso
multipleks metodo. Testirali smo 79 vzorcev, od tega je bilo 47 serumov preiskovancev s
celiakijo ter 32 serumov preiskovancev brez prisotne celiakije. Metodi sta primerljivi, saj
so se rezultati testiranj zelo dobro ujemali, predvsem pri AGA IgA testu (93%), ter pri anti-
tTG (95%). Pri AGA IgG testu je ujemanje malo slabse (79%). Vse rezultate smo tudi
primerjali z EMA testom, ki velja za zlati seroloski standard v diagnostiki celiakije. Zelo
dobro ujemanje z EMA zasledimo pri anti-tTG testih, kjer smo dobili pri ELISA metodi
95% ujemanje in pri multipleks metodi 97% ujemanje. AGA testi so pokazali slabo
ujemanje z EMA (AGA IgA ELISA 49%, AGA IgA multipleks 55%, AGA IgG ELISA
57%, AGA 1gG multipleks 67%).

Rezultati so pokazali, da so seroloski oznacevalci AGA in tTG, €e jih dolo€amo z novejSo
multipleks metodo, diagnosti¢no obcutljivejsi in bolj diagnosti¢no specificni ter s tem bolj

ucinkoviti pri odkrivanju celiakije kot pa oznacevalci, doloc¢eni z ELISA.



ABSTRACT

Celiac disease is one of the most common chronic gastrointestinal disorders. It is triggered
by gluten consumption in genetically predisposed individuals. Excessive immune response
to gluten causes characteristic histological changes in the small intestine and formation of
specific antibodies which can be detected in patient serum.

The purpose of this work was to compare the results of antigliadin antibodies (AGA) and
antibodies against tissue transglutaminase (anti-tTG) determined by the established ELISA
method with the newer multiplex method. We tested 79 serum samples, 47 belonging to
patients with confirmed celiac disease and 32 to gastrointestinal patient without celiac
disease. According to the results we found that the methods are comparable. Especially
good comparability was found in the AGA IgA test (93%) and the anti-tTG test (95%).
Poor correlation was observed in the AGA IgG test (79%). All results were also compared
with EMA test, which is considered to be the gold standard in the serological diagnosis of
celiac disease. Very good agreement with the EMA can be observed for the anti-tTG tests
(95% and 97% for ELISA and multiplex method, respectively). AGA tests showed poor
correlation with EMA (AGA IgA ELISA 49%, AGA IgA multiplex 55%, AGA 1gG
ELISA 57%, AGA 1gG multiplex 67%).

The results showed that the serological markers AGA and tTG have higher sensitivity and
specificity, if they are determined with the newer multiplex method and are thus more
effective in detecting celiac disease.
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AGA antigliadinska protitelesa
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ELISA encimsko imunska metoda (ang.: Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay)
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ESPGHAN Evropsko zdruzenje za pediatri¢no gastroenterologijo, hepatologijo
in prehrano

HLA humani levkocitni antigen

IFN gama interferon gama
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[s[€ imunoglobulini razreda G

IL-15 interlevkin 15

KVCB kroni¢na vnetno Crevesna bolezen

MICA molekula HLA razreda |

MMP-1 matriks metoproteinaza 1

MMP-3 matriks metoproteinaza 3

NASPHGAN Amerisko zdruZenje za pediatricno gastroenterologijo, hepatologijo in



NKG2D
Pt

ROC krivulja

TNF alfa

TG

prehrano (North American Society for Pediatric Gastroenterology,

Hepatology and Nutrition)
receptor izrazen na T celicah, celicah ubijalkah (NK) in makrofagih
protitelo
krivulja obcutljivosti in specifi¢nosti (Receiver Operating
Characteristic)
tumor nekrotizirajo¢i faktor (ang.: Tumor Necrosis Factor)

tkivna transglutaminaza
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1. UvOD

Celiakija je imunska kroni¢na vnetna bolezen tankega Crevesja, ki nastane kot posledica
uzivanja glutena pri genetsko predisponiranih osebah (1, 2). Gluten je beljakovina, ki jo
najdemo v zitih in sicer v pSenici, piri, jeCmenu, rzi in ovsu. Najvecji delez glutena je v
pSenici, najmanj$i pa v ovsu. Pri bolnikih s celiakijo sprozi imunski odziv ter povzroci
histoloske spremembe tankega crevesa in ga zato v prehrani teh bolnikov ne sme biti. (3)
Prenehanje uzivanja glutena mora biti dozivljensko, saj ze majhna koli¢ina glutena v hrani
lahko ponovno povzroci spremembe crevesne sluznice.

O pojavu celiakije govorita dve hipotezi: evolucijska in imunska. Evolucijska hipoteza
govori o postopnem povecevanju prisotnosti glutena v hrani, kar lahko privede do nastanka
celiakije. Clovek v pradavnini ni uzival glutena, saj se je pridelava it pricela $ele pred
10.000 leti. Ta zita (npr. riz v Aziji, sorgum in proso v Afriki, koruza v Ameriki), niso
vsebovala beljakovine gluten. Ob koncu ledene dobe pa se na jugovzhodu Azije med juzno
Tur¢ijo in Irakom pri¢ne pridelava divjih zit, ki so vsebovale gluten. Pridelava pSenice in
je¢mena je povezana s Sirjenjem poljedelskih ljudstev ¢ez Sredozemlje in Panonsko nizino
in skozi tisoCletja so se te kulture razsirile po vsej Evropi. Z naraS¢anjem prebivalstva se je
povecevala potreba po hrani in s tem selekcioniranje in vzgajanje novih vrst Zit z vecjim
pridelkom in vecjo vsebnostjo glutena. Pomemben delez prebivalstva ni nikoli razvil
tolerance na beljakovino gluten in njihov HLA sistem je reagiral nanj z imunolosko
intoleranco, ki pa lahko privede do nastanka celiakije (4).

Opis bolezni zasledimo Ze v drugem stoletju naSega Stetja, vendar je Sele leta 1888 Samuel
Gee opisal klini¢no sliko bolezni in jo imenoval celiakija. Wim Dicke je leta 1950 odkril
patogeno vlogo glutena kot sestavine posameznih Zit, stiri leta pozneje pa je Paulley opisal
karakteristi¢éno histoloSko sliko sluznice tankega ¢revesa s poudarkom na diagnosti¢nem

pomenu biopsije tankega Crevesa.(5)

Dejavniki, ki vplivajo na nastanek bolezni so: dejavniki okolja, imunoloski dejavniki in
genetski dejavniki. Najpomembnejsi dejavnik okolja je gluten, lahko pa so tudi virusi
(humani adenovirus), glive (Candida albicans). (6, 7, 8). Gluten je sestavljen iz proteinov,
ki so v vodi netopni in jih glede na topnost delimo na dve skupini. V prvo skupino spadajo
prolamini, ki so topni v alkoholu in jih v pSenici imenujemo gliadini, v rZi sekalini, v
je¢menu hordeini in v ovsu avenini. V drugo skupino glutenskih proteinov spadajo

proteini, ki so topni v kislinah in se v pSenici imenujejo glutenini. (7)



Gliadine lo¢imo glede na elektroforezno aktivnost in izoelektri¢no fokusiranje v 3 tipe:
a/B, v, o gliadine. Lahko vsebujejo skupke hidrofobnih aminokislin, katerim sledi prolin.
TakSna struktura inhibira intestinalne/pankreati¢ne peptidaze (pepsin, himotripsin) in
prepreci razgradnjo samih gliadinov. V o/f frakciji gliadinov so peptidi z dolo¢enim
aminokislinskim zaporedjem, ki sprozijo patofizioloski proces. (6,7)

Med imunoloske dejavnike sodijo celi¢ni in humoralni imunski mehanizmi, tkivna
transglutaminaza, ki povzroca nastanek novih antigenov (deamidacija gliadina, kovalentna
vezava z gliadinom) ter intraepitelijski limfociti in IL-15 (NKG2D, MICA). (6)

Celiakija je gensko pogojena bolezen, za katero je znacilna prisotnost haplotipa HLA DQ2
v 90 do 95%, redkeje je prisoten haplotip HLA DQS8 in sicer le v 5 do 10%.(3) Lahko pride
do spremenjenega izraZzanja: metaloproteinaze 1 in 3 (MMP-1, MMP-3), genov, povezanih
s prenaSalnimi sistemi in procesi delitve ter diferenciacije, prolil-endopeptidaze (PREP),
tkivne transglutaminaze, genov, vpletenih v procese apoptoze in oksidativnega stresa.
(6,7,8)

1.1. POGOSTOST

Celiakija je ena najpogostejSih kroni¢nih bolezni prebavil in se lahko pojavi v kateremkoli
starostnem obdobju. Je premalokrat diagnosticirana, saj lahko nastopi v atipi¢ni obliki,
lahko pa tudi v tihi, latentni ali potencialni obliki pri Ze zelo majhnih otrocih, mladostnikih
in odraslih. V Evropi zanjo boleha kar pol odstotka prebivalstva. Ob koncu 80-ih let je bila
v Evropi najvisja incidenca celiakije na Svedskem, takoj za njo pa v Italiji. Redka je v
Afriki in na Kitajskem. Incidenca celiakije, ugotovljena 1976 v Sloveniji, je bila 1:2000,
leta 1989 1:780 in leta 1999 1:550. Stevilne raziskave so pokazale, da je dejansko stevilo
bolnikov s celiakijo veliko in da le ti predstavljajo celo okoli 1% populacije. Atipi¢ne
celiakije nara$¢ajo, razmerje med simptomatsko in asimptomatsko obliko je 1:5 do 1:7.
(9,10).

Celiakija se pojavlja znotraj posameznih druzin. Prevalenca bolezni med sorodniki prvega
kolena se ocenjuje med 2 in 12 %, pri nas 8,4 %. Prevalenca pri HLA identi¢nih dvojckih
je 40 %, pri monozigotih pa 75 %. (9,10)



1.2. ETIOPATOGENEZA

Patogenezo celiakije skuSata pojasniti biokemijska in imunoloska teorija. Biokemijska
teorija govori o specificnem encimskem deficitu, kar onemogoci popolno razgradnjo
glutena in s tem neposredno poskodbo Crevesne sluznice. Imunoloska teorija predpostavlja,
da je osnovni vzrok imunoloska motnja. Stevilna opazovanja kaZejo, da je glutenska

enteropatija posledica spremenjenega oziroma prekomernega imunskega odziva. (5, 6, 7)

Normalno prehajajo makromolekule skozi epitelne celice ¢revesa in se v lizosomih
razgradijo v manjse peptide, ki so neimunogeni. Pri celiakiji se toksi¢na peptidna zaporedja
ne razgradijo. Toksi¢ni peptid inducira sintezo in spros¢anje IL-15 v enterocitih in
dendriti¢nih celicah. 1L-15 aktivira T celice ter inducira ekspresijo molekule HLA I (
MICA) v enterocitih in receptorjev NKG2D na intraepitelijskih limfocitih. Pride do okvare
tesnih stikov in povecana je propustnost in s tem prehod glutena skozi sluznice v lamino
proprijo. Nacin prehoda med epitelnimi celicami in skozi njih $e ni pojasnjen. V lamini
propriji ¢revesa se nahaja tkivna transglutaminaza, katera deamidira toksi¢ne peptide —
gliadine do glutaminske kisline, ki ima bolj negativen naboj. Z bolj negativnim nabojem
deamidiranih produktov je zviSana afiniteta za vezavo s HLA DQ2 ali HLA DQS8 na
antigen predstavitveni celici. Tako je udelezena pri tvorbi novih neoantigenov. Prihaja tudi
do povezav gliadin-tTG, tTG-tTG. Tako predstavljen antigen prepoznajo limfociti T, ki
aktivirajo limfocite B, kar povzro¢i humoralni imunski odziv s tvorbo IgA in IgG protiteles
(AGA, EMA, tTG) in celi¢ni imunski odziv s tvorbo vnetnih citokinov (IFN gama, TNF
alfa in interlevkinov). To vodi do poskodb enterocitov. (5, 6, 7, 8, 11) (Slika 1)
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Slika 1: Prikaz imunskega mehanizma pri celiakiji

Prekomeren imunski odziv na gluten povzro¢i znacilno spremembo imunskih celic v

lamini propriji in morfoloske spremembe v epitelnih celicah sluznice tankega crevesa.

(Slika 2) Crevesne resice atrofirajo ali pa se skraj$ajo, medtem ko kripte hipertrofirajo.(1)

Aktivnosti membranskih encimov so znizane (vseh disaharidaz), kar ima za posledico

malabsorbcijo. Epitelijske celice so vakuolizirane z vnetnimi infiltrati - intraepitelijskimi

limfociti, posledica tega je zmanjSana sposobnost presnove.(8§) Ob uvedeni dieti

(izogibanje glutena), pride do reverzibilnega procesa, okvarjena sluznica tankega Crevesja

se obnovi. (12)
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Slika 2: Prikaz normalne in atrofirane sluznice ¢revesja

1.3. KLINICNA SLIKA IN POJAVNE OBLIKE CELIAKIJE

Celiakija je bolezen, ki se lahko pojavi v kateremkoli starostnem obdobju. Klini¢na slika je
zelo raznolika in je odvisna od starosti bolnika, trajanja bolezni in obsega sprememb na
¢revesju. Tipi¢ni znaki so: pogosto, smrdece, svetlo, penasto blato, pogosta utrujenost,
bledica, anemija, izguba teze, napet trebuh, kréi, zaprtost. V odrasli dobi ponavadi ne
poteka z znacilnimi klini¢nimi znaki, pogosteje so prisotni zunajcrevesni znaki celiakije,
kot so: hematoloske motnje, anemije, nizka rast, osteoporoza,.. Celiakija se lahko pojavlja
v razli¢nih oblikah in sicer kot tipi¢na celiakija, atipi¢na celiakija in asimptomatska
celiakija (tiha, latentna, potencialna, refraktorna).

Tipicna celiakija (aktivna, simptomatska) Se obicajno razvije pri dojenckih med 6 in 24

mesecem starosti, vedno nekaj tednov ali mesecev po tem, ko otrok zacne uZzivati zitarice.
Prisotne so znacilne histoloske spremembe sluznice tankega crevesa in seroloski
oznacevalci celiakije (12, 13). Tipi¢ni simptomi so: kronicna driska, izguba telesne teze,
anemija, velik in napet trebuh, dolge in suhe okoncine, bledica koze in vidnih sluznic,
bruhanje, slabo razpolozenje, utrujenost, pomanjkanje apetita, zaostanek v rasti, znaki
sekundarne laktozne intolerance, blato je mehkejse, smrdece, slabo prebavljeno in svetlo

obarvano. (12)



Za atipicno celiakijo SO znacilni atipi¢ni klini¢ni znaki oz. izvencrevesni simptomi, ki se

pojavijo po drugem letu starosti. Bolniki imajo pogosto minimalne tezave s prebavili,
morda le napenjanje v trebuhu, namesto driske so lahko zaprti (13). Klini¢ni znaki:
pomanjkanje apetita, nizka rast, afte v ustih, okvare zobne sklenine (pri 10-40 % otrok),
kroni¢na utrujenost in glavobol, osteoporoza, bolezni jeter (povisani jetrni encimi,
hepatitis), psihi¢ne motnje (depresija), nespecifiéne nevroloske motnje (ataksija, periferna
nevropatija in miopatija), alopecia areata, dermatitis herpetiformis Duhring, tezave s
sklepi, neplodnost in spontani splav. (12, 13)

Asimptomatska celiakija se lahko pojavlja kot tiha celiakija, latentna celiakija, potencialna

celiakija in refraktorna celiakija. Pri tihi celiakiji so odsotni klini¢ni znaki celiakije,
prisotne pa so znacilne histoloske spremembe sluznice tankega crevesa (atrofija), ki se
normalizira po brezglutenski dieti. Prisotni so tudi znacilni seroloski oznaéevalci bolezni.
Je sedemkrat pogostejsa od simptomatske celiakije. Za latentno celiakijo je znacilno, da ni
prisotnih sprememb na sluznici tankega Crevesja, so pa pozitivni seroloSki oznacevalci
bolezni. Prav tako ljudje nimajo simptomov bolezni, lahko pa imajo v anamnezi predhodno
manifestno ali tiho obliko celiakije, ki se je po brezglutenski dieti pozdravila. Histoloski
pregled bioptov Crevesne sluznice pokaze povecano Stevilo intraepitelijskih limfocitov. Za
potencialno celiakijo velja enako kot pri latentni obliki razen tega, da bolnik $e ni imel
dokazane atrofije sluznice tankega cCrevesa. Pri refraktorni celiakiji se bolezen kljub
brezglutenski dieti ne izboljsa. (12)

Pojavnost celiakije se najpogosteje prikazuje s sliko ledene gore, Kjer vrh ledene gore
predstavlja klini¢éna manifestna oblika celiakije, pod nivojem vode je tiha celiakija, nato

sledi latentna oblika, ki predstavlja obsezen del gore. (13) (Slika 3)
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Slika 3 : Pojavnost celiakije

Celiakiji so pogosto pridruZene tudi druge bolezni. Najpogosteje so to avtoimunske bolezni
(sladkorna bolezen tipa 1, avtoimuni tireoditis, Sjorgenov sindrom, kolagenska vaskularna
bolezen) ter razli¢ne druge bolezni, kot so selektivna IgA deficienca, Downov sindrom,
IgA nefropatija. (8, 9, 12) Neustrezno zdravljena celiakija lahko prizadene Stevilne organe
in organske sisteme, pogost je razvoj drugih avtoimunskih bolezni, predvsem avtoimuni

tiroiditis. Pogosteje se razvije limfom, rak poziralnika in zrela. (2)

1.4. DIAGNOSTIKA CELIAKIJE

Posledica nezdravljene celiakije so Stevilni resni zapleti, zato je potrebno bolnike odkriti in
zdraviti ¢im bolj zgodaj. V tipi¢nih primerih se diagnoza postavi hitro, medtem ko vecji
problem predstavljajo atipi¢ne in asimptomatske oblike celiakije, zato je pomembna izbira
¢im bolj zanesljivih diagnosti¢nih metod. Diagnostika bolezni temelji na merilih, ki jih je
sprejelo Evropsko zdruZenje za pediatricno gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano
(ESPGHAN) in kot zlati standard predvidevajo dokaz reverzibilne okvare sluznice tankega
crevesa, ki nastane kot posledica uzivanja glutena.(2)
Diagnostika celiakije:

» postavitev suma (na podlagi klini¢ne in krvne slike),

» presejalna diagnostika (analiza tipiénih znakov, D-ksilozni test sposobnosti

absorbcije, dolocanje protiteles),



» potrditvena diagnostika (biokemicni pregled biopta Crevesne sluznice: dolo¢anje
aktivnosti intestinalnih disaharidaz; histoloski pregled biopta ¢revesne sluznice in

analiza intraepitelijskih limfocitov). (8, 9, 12)

V pomo¢ diagnostiki pa so tudi: izsledki anamneze in telesnega pregleda, analize krvi
(anemija, znizan nivo zeleza, folata, vitamina Bj,, povisan ALT, AST pri 40%
bolnikov...), analize fecesa (prisotnost mas¢ob v blatu zaradi malabsorbcije), tolerancni
testi (doloCanje malabsorbcije disaharidov: D-ksilozni test, laktozni toleranc¢ni test, test

¢revesne permeabilnosti), dihalni testi. (8, 9)

1.4.1. BIOPSIJA SLUZNICE TANKEGA CREVESA

Histoloski pregled biopta ¢revesne sluznice Se vedno velja za najpomembnejsi diagnosti¢ni
postopek za potrditev diagnoze celiakije. Izvaja se pri bolnikih, pri katerih simptomi in
laboratorijski izvidi kaZzejo na malabsorbcijo ali deficit nekaterih hranljivih snovi. Prav
tako se izvaja pri bolnikih s pozitivnimi serolo§kimi oznacevalci celiakije kljub odsotnosti
klini¢ne slike. Biopti se pregledajo pod svetlobnim mikroskopom, kjer se opazujejo
znaCilne histoloske spremembe: popolna ali delna atrofija Crevesnih resic, podaljSanje
Liberkiihnovih kript, povecanje Stevila intraepitelijskih limfocitov (predvsem limfocitov z
v/ T-celicnim receptorjem. Z biokemi¢nim pregledom biopta dolocamo aktivnost
disaharidaz. (12)

Najnovejsa merila NASPGHAN kot tudi revidirana merila ESPGHAN predvidevajo le eno
biopsijo sluznice tankega Crevesa, nato pa po brezglutenski dieti normalizacijo oziroma
izboljSanje seroloskih oznacevalcev celiakije. (12) Biopsijski odzem sluznice poteka

vecinoma iz distalnega dela dvanajstnika s ezofagogastro-duodenoskopijo.

1.4.2. SEROLOSKI OZNACEVALCI CELIAKIJE
Pri celiakiji pride do prekomernega oz. patoloSkega imunskega odziva. Pri tem nastajajo
specificna protitelesa, ki jih lahko dokazemo v serumu bolnika. To so: antigliadinska
protitelesa razreda IgA in IgG (AGA), antiendomizijska protitelesa razreda IgA (EMA),
protitelesa proti tkivni transglutaminazi razreda IgA (IgG) (t-TG), antiretikulinska
protitelesa (ARA), antijejunalna protitelesa (JAB). Antiretikulinska in antijejunalna

protitelesa niso ve¢ v $irsi uporabi.



1.4.3. CELOKUPNI IMUNOGLOBULINI RAZREDA A
Celiakija se pogosteje pojavlja pri osebah s pomanjkanjem IgA. Dolocitev celokupnih
imunoglobulinov IgA je pomembno pri sumu na celiakijo z IgA imunodeficienco, ko so
seroloski oznacevalci IgG razreda povisani, medtem ko so seroloski oznaCevalci IgA

razreda normalni.

1.4.4. GENETSKE PREISKAVE
Skupna znacilnost vseh bolnikov s celiakijo je njihova genetska predispozicija za razvoj
bolezni, v katero je verjetno vkljucenih ve¢ genov na razlicnih kromosomih. Najbolj je
raziskana povezava z nekaterimi HLA aleli, kodiranimi na Sestem kromosomu.
Najpogostejsa v Evropi sta HLA-DQ2 ali HLA-DQ8 heterodimera. Genetske preiskave v
diagnostiki celiakije imajo velik pomen, saj imajo visoko negativno napovedno vrednost,

kar pomeni, ¢e niso prisotne, potem preiskovanec ne bo zbolel 0z. ne oboleva za celiakijo.
(12)

1.5. ZDRAVLJENJE CELIAKIJE

Zdravljenje celiakije poteka z dieto brez glutena, ki mora biti stalna in dozivljenjska.
Mnogokrat je celiakiji pridruZzena Se laktozna intoleranca, zato je velikokrat potrebna Se
izloCitev laktoze iz prehrane. Zdravijo se spremljajoce bolezni ter se dodaja Zelezo in
vitaminski pripravki. Cilj zdravljenja je obnova okvarjene sluznice tankega Crevesja in
zmanjSanje tveganja zapletov, ki lahko nastanejo pri nezdravljeni celiakiji. (5, 8,9, 12) V
prihodnosti naj bi zdravljenje potekalo: z uporabo encimov prolinendopeptidaz, supresija

imunskega sistema s cepljenjem, razvoj in uporaba genetsko spremenjenih Zitaric, uporaba

blokatorjev tTG, HLA-DQ in NKG2D. (11)

1.6. LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA PROTITELES V
SERUMU

Seroloski testi so v diagnostiki celiakije zelo pomembni, saj omogoc€ajo neinvazivno

spremljanje bolezni ter odkrivanje atipi¢nih oblik celiakije.



1.6.1. Endomizijska protitelesa - EMA
Endomizijska protitelesa je prvi odkril Chorzelski leta 1983, ki jih je opisal kot novo

.....

.....

najpomembnejSih antigenov endomizijskih protiteles je encim tkivna transglutaminaza.
Dolocanje protiteles poteka z metodo indirektne imunofluorescence — IIF. Kot substratni
antigen se uporablja opic¢ji poziralnik ali humana popkovnica, ki je cenejsa in eticno bolj
sprejemljiva alternativa.(14) Se vedno so bolj v uporabi tkiva primatov, saj zaradi zna&ilne
razporejenosti endomizija omogocajo lazje in preglednejSe zasledovanje pozitivnih
vzorcev fluorescence.( 15)

Diagnosti¢na obcutljivost EMA naj bi bila od 89 do 100%. Pri manjsih otrocih je nekoliko
nizja kot pri starejsih otrocih. Diagnosti¢na specifi¢cnost EMA je od 90 do 100%. (14)

1.6.2. Antigliadinska protitelesa - AGA

Antigliadinska protitelesa so prva znana protitelesa pri bolnikih s celiakijo. Testi, ki se
uporabljajo za doloCevanje teh protiteles, temeljijo na imunokemijski reakciji med
gliadinom in proti njemu usmerjenim protitelesom. To so najpogosteje encimsko imunski
testi na trdnem nosilcu (ELISA). Novejse, redkeje uporabljene so multipleks metode, ki
zdruzujejo principe ELISA in preto¢ne citometrije (Luminex tehnologija).

AGA IgA razreda so visoko diagnosti¢no specifi¢na, saj nastajajo kot imunski odziv na
gliadin. Velikokrat pa celiakijo spremlja pomanjkanje celokupnih IgA protiteles, kar vodi
do zmanjSane diagnosti¢ne obcutljivosti teh protiteles. Za AGA IgG je znacilno, da so
slabo diagnosti¢no specificna (lazno pozitivni rezultati). PoviSane vrednosti lahko
zasledimo pri boleznih kot so: IgA nefritis, juvenilni artritis, psoriaza ter tudi pri zdravi
populaciji.(15) Diagnosticna obcutljivost AGA-IgA je med 52 in 100%, diagnosti¢na
specificnost pa med 68 in 100%. (14) Za AGA-IgG je diagnosti¢na obcutljivost med 69 in
100%, diagnosti¢na specificnost pa med 36 in 92%. (14) Diagnosti¢na obcutljivost AGA-
IgA in AGA-IgG je vecja pri otrocih mlajsih od 2 let kot pri ve¢jih otrocih in odraslih.
(14) Merila NASPGAN ne priporocajo ve¢ uporabe protiteles AGA predvsem zaradi
njihove slabe diagnosti¢ne specifi¢nosti, medtem ko se skupina ESPHAN ni tako jasno

opredelila glede uporabe omenjenih seroloskih testov. (2)
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1.6.3. Protitelesa proti tkivni transglutaminazi - tTG

Leta 1997 sta Dietrich in Schuppan s sodelavci prvic objavila rezultate Studije, ki dokazuje,
da je tTG najpomembnejsi in hkrati verjetno tudi edini antigen, proti kateremu so
usmerjena endomizijska protitelesa. Tkivna transglutaminaza je od kalcija odvisen encim
in katalizira pre¢no povezavo med glutaminskimi in lizinskimi ostanki v proteinih ter
deamidira glutaminske ostanke. Je citoplazemski encim in se lahko iz celic izlo¢i ob
poskodbi, infekciji, stresu, apoptozi. Po poSkodbi povezuje izvencelicne komponente
matriksa in tako pomaga pri stabilizaciji tkiva. Gliadin ima Stevilne glutaminske ostanke in
je zato med pomembnejsimi substrati za tTG. (11, 16)

V prvih oziroma zaetnih ELISA metodah se je kot antigen tTG uporabljala tkivna
transglutaminaza iz jeter gvinejske svinje. Diagnosticna obcutljivost, predvsem pa
diagnosti¢na specifi¢nost teh testov je bila nizja glede na EMA (IIF). Kmalu so razvili
nove teste, kjer je kot antigen uporabljena rekombinantna humana tkivna transglutaminaza.
Rezultati teh testov so pokazali boljSo diagnosti¢no obcutljivost in specifi¢nost, Ki je
primerljiva z EMA (IIF).

Protitelesa proti tTG dolocamo z ELISA ter multipleks testi (Luminex tehnologija).
Stevilne izkusnje in $tudije nakazujejo, da so ta protitelesa analitsko in diagnosti¢no zelo

obcutljiva in visoko specificna za celiakijo.

1.7.  DOLOCANJE PROTITELES: PRINCIPI DOLOCANJA

1.7.1. ENCIMSKO IMUNSKI TEST NA TRDNEM NOSILCU - ELISA (ang.:
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Za detekcijo specifi¢nih protiteles v vzorcu se uporablja metoda ELISA, kjer so na trdnem
nosilcu — mikrotiterski plos¢i vezani znani antigeni (a-gliadin). Na te antigene se veZejo
specificna protitelesa iz vzorca (npr. Pt iz seruma bolnika). Po ustrezni inkubaciji in
spiranju nevezanih protiteles se dodajajo protitelesa, oznacena z encimom (hrenova
peroksidaza), ki se vezejo na prej nastali kompleks antigen-protitelo, na Fc predel
humanega protitelesa. Po dodatku substrata (TMB-tetrametilbenzidin), encim reagira z
substratom, kar povzro¢i nastanek barve. Po ustrezni inkubaciji in dodatku raztopine za
prekinitev reakcije, ki povzroci spremembo barve produkta, sledi merjenje absorbance pri
ustrezni valovni dolzini (450 nm). Izmerjena absorbanca je premosorazmerna koncentraciji

prisotnih protiteles v serumu.
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1.7.2. PRINCIP MULTIPLEKS METODE / X MAP TEHNOLOGIJA
Metoda temelji na uporabi obarvanih polistirenskih kroglic (ang.:beads) imenovanih
mikrosfere, na katere so vezani ustrezni antigeni. Za obarvanje polistirenskih kroglic se
uporablja meSanica dveh barvil rdece in infrardece. Tako dobimo, odvisno od deleza
vsebnosti obeh barvil, 100 razli¢nih barvnih kombinacij oz. 100 razli¢nih setov mikrosfer.

(Slika 4)

5.6 mikronov

Bead set 26

Bead set 21

Polistirenske kroglice
so impregnirane z
me3anico barvil

10 razli¢nih ko
infrardecega

barvila razlicnih koncentracij

rdecega barvila

Slika 4: Prikaz obarvanih polistirenskih kroglic pri multipleks metodi

Vsaka polistirenska kroglica ima svojo spektralno znacilnost glede na vsebnost barvila
(vsebnost rdeCe in infrardece). Na tocno doloCeno obarvano kroglico oz. set enako
obarvanih kroglic, je vezan ustrezen antigen. Tako lahko imamo kombinacije razli¢nih
polistirenskih kroglic z vezanimi razliénimi antigeni (gliadin, tTG) suspendiranih v
suspenziji, kar nam omogoca isto¢asno dolocevanje razli¢nih protiteles (npr. tTG-IgA +
AGA-IgA).

Na mikrotitersko filtracijsko ploS¢o se nanesejo polistirenske kroglice ter ustrezno
razredCen serum. Po inkubaciji sledi filtracija in spiranje nevezanega materiala. Doda se
konjugat—fluorescen¢ni oznacevalec, ki z vezavo na humano protitelo oznaci reakcijo (Ag
— Pt) na povrsini kroglice. Po ustrezni inkubaciji sledi merjenje s pomocjo kompleksnega
analizatorja. Analiza polistirenskih kroglic poteka s pomocjo pretocnega citometra s
hitrostjo 20000 kroglic na sekundo. Posamezne polistirenske kroglice potujejo skozi
pretocno celico in s pomocjo laserjev, od katerih eden meri vsebnost IR svetlobe in drugi

jakost fluorescence na posamezni kroglici, zaznamo prisotnost protiteles v vzorcu.

12



detektortésta

532 nm
zeleni laser

d
-

. 9
/ )
]

detektor mikrosfer 1

detektor mikrosfer 2

Slika 5: Prikaz merjenja polistirenskih kroglic z laserji

Zeleni laser izmeri intenziteto reakcije Ag - Pt na povrsini polistirenske kroglice, ki je
premosorazmerna koli¢ini protiteles v serumu. Rde¢ laser izmeri intenziteto infra rdece
barve polistirenske kroglice, na katero je vezan to¢no doloCen antigen in s tem definira
vrsto protiteles v nekem vzorcu. (Slika 5) Za vsak set mikrosfer potee veckratno

analiziranje. Analizator nam poda rezultate v ¢asovni enoti.

1.7.3. TEST INDIREKTNE IMUNOFLUORESCENCE
Indirektna imunofluorescenca je obcutljiva metoda, s katero dolo¢amo prisotnost
specifi¢nih protiteles (EMA) v serumu ali telesnih izlockih bolnika. Protitelesa iz seruma
bolnika se vezejo z antigenom (na objektna stekla naneSena rezina opi¢jega poziralnika) in
nastane stabilen antigen - protitelo kompleks. Po spiranju, s katerim odstranimo nevezana
protitelesa, dodamo anti-humano protitelo Zivalskega izvora, oznaceno s fluoresceinom, Ki
se vezejo na imunski kompleks Ag — Pt. (Slika 6) Sledi inkubacija in vrednotenje vzorcev
pod fluorescenénim mikroskopom. V primeru pozitivnega rezultata nastane stabilni tri-

delni kompleks: antigen — humano protitelo iz seruma (IgA) — nehumano protitelo
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oznaceno s fluorescinom, kar je pod mikroskopom vidno kot mreza znacilna zelena
fluorescenca v predelu endomizija. Pri negativnih vzorcih te fluorescence ni. (Slika 7)

Fluorokrom v osnovnem energijskem stanju absorbira svetlobno energijo pri valovni
dolzini 495 nm in preide v vi$je energijsko stanje pri 510 nm. Pri tem oddaja fotone z
daljSo valovno dolzino, kot je valovna dolZzina absorbirane svetlobe. Barvili, ki se
najpogosteje uporabljata sta fluorescein izotiocianat in rodamin izotiocianat, ki se vezeta

na Fc regijo protitelesa in pri tem ne spremenita njegove specificnosti.

INDIREKTNA
IMUNOFLUORESCENCA

Arti lgG
konjugiran s
fluoresceinom

}

Protitelo iz
vzorca

bolnika Substrat, ki

vaehuje

E antigen

plogdica

Slika 6: Princip indirektne imunofluorescence

Slika 7: Prikaz pozitivnega in negativnega rezultata EMA z metodo IIF
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2. NAMEN DELA

Namen dela je primerjati novejSo metodo multipleks z v rutinski diagnostiki uveljavljeno
metodo ELISA =za dolocitev antigliadinskih protiteles in protiteles proti tkivni
transglutaminazi, na osnovi primerjave dobljenih rezultatov dolocanja. Pri vseh vzorcih
bomo z indirektno imunofluorescenco dolo¢ili endomizijska protitelesa, ki veljajo za zlati
seroloski standard v laboratorijski diagnostiki celiakije. Metodi bomo primerjali na osnovi
primerjave izraCunanih diagnosti¢nih vrednostih protiteles AGA-1gA, AGA-IgG, tTG-IgA

ter na osnovi ujemanja rezultatov z EMA v diagnostiki celiakije.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. VZORCI

V naso raziskavo smo testirali 79 vzorcev, od tega 47 vzorcev bolnikov s celiakijo, katerih
diagnoza je bila jasno opredeljena na osnovi standardnih kriterijev (klini¢na slika,
histoloska potrditev) ter 32 serumov preiskovancev z gastroenteroloskimi tezavami brez
prisotne celiakije. Starost preiskovancev je bila od 1 leta do 72 let. Povprecna starost je
bila 17,2 let, mediana pa 11 let. 53 vzorcev od 79 je pripadalo preiskovancem starih do 18
let. Serumi preiskovancev so bili v na$ laboratorij prineSeni v okviru rednih ambulantnih
pregledov omenjenih preiskav v letih 2008 - 2010. Vsi zbrani vzorci serumov so se do
opravljenih analiz shranjevali v zamrzovalniku na -20°C. Predhodno smo jih oznacili —
kodirali, tako je bila zagotovljena anonimnost preiskovancev ter korektnost izvajanja
analiz in interpretacija le teh. Vzorce za naso raziskavo smo pridobili iz ostankov serumov,
Ki so bili analizirani v okviru rednih rutinskih preiskav, zato zanje ni bilo potrebno
pridobiti privoljenja preiskovancev in mnenja eti¢ne komisije.

V serumih smo dolocili prisotnost protiteles AGA in protiteles proti tTG. 67 vzorcev je
bilo testiranih na prisotnost antigliadinskih protiteles (IgA, 1gG) ter 76 vzorcev na
prisotnost protiteles proti tkivni transglutaminazi. Vse vzorce smo testirali tudi na

prisotnost endomizijskih protiteles z metodo indirektne imunofluorescence.

3.2. OPREMA IN MATERIALI

Oprema:

e pipete od 10-1000 uL

e pipete z moznostjo nastavitve volumnov 20 — 100 pL

e Uura

e ELISA ¢italec: TECAN Sunrise, Tecan Group Ltd., Mannedorf, Svica (nastavitev
programa — valovna dolzina 450 nm)

e vakuumska crpalka,

e ultrazvocna kopel

e fluorescenéni mikroskop (Olympus BH2-RFL - Olympus Optical CO-LTD Tokyo,
Japonska)
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Materiali, ki smo jih potrebovali pri delu: steklene buce (1L), steklene ¢ase (250 mL),
steklene posode za inkubacijo, epruvete za redéenje serumov, destilirana voda, stani¢evina,

lateks rokavice.

3.2.1. Kompleta reagentov a- Gliatest® S IgA in a- Gliatest® S 1gG (Eurospital,
Trst, Italija)
Za dolocitev AGA-IgA in AGA-IgG z ELISA metodo smo uporabili diagnosti¢na
kompleta proizvajalca Eurospital.

Diagnosticna kompleta sta vsebovala:

e testne posodice z naneSenim antigenom a-gliadinom,

e konjugat: anti-humana protitelesa zivalskega izvora ozna¢ena S hrenovo
peroksidazo (IgA/lgG),

e kalibratorji: pozitivni humani serum, vrednosti kalibratorjev so bile oznacene na
steklenicki,

e pozitivna kontrola: pozitivni kontrolni serum,

e negativna kontrola: negativni kontrolni serum,

e raztopina za red¢enje vzorcev,

e substrat TMB (3, 3°, 5, 5'- tetrametilbenzidin),

e pufrna raztopina za spiranje (20x koncentrirana),

e ustavitveni reagent.

3.2.2. Komplet reagentov Eu-tTG® IgA umana (Eurospital, Trst, Italija)
Za dolocitev protiteles proti tkivni transglutaminazi z ELISA metodo smo uporabili
diagnosti¢ni komplet Eu-tTG® IgA umana proizvajalca Eurospital. Izbira vzorcev in
postopek dolocevanja sta bili enaki kot pri prej navedenih Eurospitalovih kompletih za
dolocitev AGA. V testnih posodicah je bil kot antigen naneSena rekombinantna tkivna
transglutaminaza, konjugat pa je vseboval anti-humani IgA, oznacen s hrenovo

peroksidazo.

3.2.3. Kompleta reagentov Athena Multi-Lyte® Celiac IgA Plus Assay in Athena
Multi-Lyte® Celiac 1gG Plus Assay (Zeus Scientific, Raritan, Amerika)

Za dolocitev AGA-IgA in anti-tTg—IgA z multipleks metodo smo uporabili diagnosti¢ni

komplet Athena Multi-Lyte® Celiac IgA Plus Assay, medtem ko smo za doloitev AGA-
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IgG uporabili diagnostiéni komplet Athena Multi-Lyte® Celiac IgG Plus Assay,

proizvajalca Zeus Scientific.

Diagnosticni komplet je vseboval:

filtracijsko plosco,

polistirenske mikro kroglice (bidi) konjugirane s tTG in gliadinskimi antigeni,
konjugat — nehumana kozja protitelesa oznacena z fikoeritrinom (IgA/IgG)
pozitivna kontrola,

negativna kontrola,

raztopino za red¢enje vzorcev,

pufrno raztopino za spiranje (10x koncentrirana).

3.2.4. Komplet reagentov Antiendomysium® (Eurospital, Trst, Italija)

Za dolocitev anti-endomizijskih protiteles z metodo indirektne imunofluorescence smo

uporabili diagnosti¢ni komplet proizvajalca Eurospital. Vse komponente v kompletu so

bile pripravljene za uporabo razen pufra za spiranje, ki smo ga morali pred uporabo red¢iti

Z destilirano oz. deionizirano vodo.

Komplet je vseboval:

3.3.

testne plosc¢ice (nanesen opicji poZziralnik),

pozitivna kontrola,

negativna kontrola,

konjugat (anti-human IgA oznacen z fluorescein izotiocianatom),
raztopina za redcenje vzorcev,

pufrna raztopina za spiranje,

raztopina za pokrivanje ploscic (glicerol v fosfatnem pufru),
papircki za pivnanje (po spiranju),

krovna stekelca.

METODE DOLOCANJA

3.3.1. ELISA za dolo¢itev AGA razreda IgA in 1gG ter anti-tTG razreda IgA
Postopek izvedbe

Vzorce smo red¢ili v razmerju 1:101 z raztopino za red¢enje vzorcev. Napipetirali smo

100pL kalibratorjev ( v dvojniku), pozitivno in negativno kontrolo (v dvojniku) in red¢ene
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vzorce. Testne posodice smo inkubirali 45 minut na sobni temperaturi. Po inkubaciji smo
odlili tekocino in testne posodice osusili na stani¢evini. Testne posodice smo trikrat sprali s
300uL pufrne raztopine za spiranje. Napipetirali smo 100uL anti- IgA oz. 1gG konjugata
v vsako testno posodico in inkubirali 30 minut na sobni temperaturi. Po inkubaciji smo
odlili tekocino in testne posodice osusili na stani¢evini. Testne posodice smo trikrat sprali s
300uL pufrne raztopine za spiranje. Napipetirali smo 100 pL substrata v vsako testno
posodico in inkubirali 15 minut na sobni temperaturi zaS¢iteno pred direktno svetlobo.
Nato smo napipetirali 100 uL reagenta za ustavitev reakcije v vsako testno posodico v
enakem vrstnem redu in hitrostjo kot smo pred tem nanaSali kromogen substrat. Intenziteto

nastale barvne reakcije smo izmerili spektrofotometri¢no pri valovni dolzini 450 nm.

Vrednotenje rezultatov

Rezultate smo ovrednotili s pomocjo predvidenih referenénih vrednosti s strani
proizvajalca (Preglednica I) in s pomoc¢jo umeritvene krivulje, ki smo jo dobili iz vrednosti
kalibratorjev (1-5) s pomoc¢jo ELISA ¢italca, ki je izmeril in izrisal krivuljo ter nam podal

vrednosti vzorcev in kontrol. Vrednost kontrol je bila oznacena na steklenicki.

Preglednica I: Prikaz referenénih vrednosti za AGA-IgA in AGA-IgG ter anti-tTG-IgA
proizvajalca Eurospital

EUROSPITAL AGA Anti-tTG IgA
IgA 1gG
Negativno <8 U/mL 0-50 U/mL <9
Mejno pozitivho 8-15U/mL | = - 9-16
Pozitivno >15 U/mL >50 U/mL >16

3.3.2. Multipleks metoda za doloclitev AGA razreda IgA in IgG ter anti-tTG
razreda IgA
Postopek izvedbe

Vzorce in kontrole smo red¢ili v razmerju 1:21 z raztopino za redcenje vzorcev. V vsako
testno posodico smo napipetirali 50uL mikro kroglic. Pred uporabo smo mikro kroglice

dobro premesali in jih dali za eno minuto v ultrazvo¢no kopel. V ustrezne testne posodice
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smo napipetirali 10uL redCene negativne in pozitivne kontrole, red¢ene vzorce ter dobro

premesali. (Preglednica I1)

Preglednica Il: Shema pipetiranja pri multipleks metodi

1 |2 3 |4 5 6 |7 |8 9 10 (11 |12
A |NK |7
B |PK |8 Al:redéena neg. kontrola
c 1 |9 Bl:redcena pozit. kontrola
D |2 |10 1...: red&eni vzorci (enojnik)
E |3 11
F |4
G |5
H |6

Testne posodice smo inkubirali 30+10 minut pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo
odfiltrirali tekoc¢ino in testne posodice trikrat sprali z 200uL pufrne raztopine za spiranje.
Po spiranju smo testne posodice pustili stati 3-5 minut. Napipetirali smo 150uL anti- IgA
oz. IgG konjugata v vsako testno posodico in inkubirali 30+£10 minut na sobni temperaturi
na stresalniku. Nato smo izvedli meritev na analizatorju LUMINEX 200 (Luminex
Corporation, Austin, TX, Amerika). Vrednotenje rezultatov je potekalo s pomocjo

referen¢nih vrednosti, ki so bile podane s strani proizvajalca. (Preglednica III)

Preglednica III: Referen¢ne vrednosti pri multipleks metodi proizvajalca Zeus Scientific

AGA(AU/mML) | Anti-tTG(AU/mL)
IgA 19G IgA
Negativno <100 <100 <100
Mejno | 100 . 120 | 100 - 120 100 - 120
pOZItIVﬂO
Pozitivno >120 >120 >120

Testi uporabljajo tudi kalibracijo znotraj posameznega vzorca (Intra-Well Calibration

Technology®), ki vkljuuje ve¢ toCkovno standardno krivuljo znotraj suspenzije
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polistirenskih kroglic. Vrednosti kalibratorjev so specifi¢ne, kodirane in razli¢ne za vsako

kalibracijo, odvisno od samega kompleta reagentov in se nahajajo na prilozeni zgoscenki.

3.3.3. Indirektna imunofluorescenca za doloditev anti-endomizijskih protiteles

Postopek izvedbe

Vzorce smo red¢ili v razmerju 1:5 z raztopino za red¢enje vzorcev (20uL seruma + 80uL
raztopine za redCenje vzorcev). Na ustrezna polja plos¢ic smo nanesli 40ul pozitivne,
negativne kontrole in red¢ene vzorce. Plos¢ice smo polozili v vlazno komoro in jih
inkubirali 30 min na sobni temperaturi (15°C -30°C). Po inkubaciji smo iz komore vzeli
plosc¢ice in jih sprali z pufrno raztopino za spiranje. Sprane ploséice smo polozili za 5
minut v posodico z pufrno raztopino za spiranje. Po 5 minutah smo postopek ponovili. Po
koncanem spiranju smo ploscice osusili s prilozenimi papircki. Na vsako plos¢ico smo
nanesli 40uL konjugata in inkubirali 30 minut na sobni temperaturi (15-30°C) zasc¢iteno
pred direktno svetlobo. Ponovili smo fazo spiranja ploscic. Na vsako polje na plos¢ici smo
nato nanesli kapljico raztopine za pokrivanje in plos¢ice pokrili s krovnim stekelcem. Tako

pripravljene testne ploscice smo ovrednotili pod fluorescen¢nim mikroskopom.

3.4. STATISTICNE METODE

VREDNOTENJE POSAMEZNIH DIAGNOSTICNIH METOD

Diagnostiéne metode smo ovrednotili na podlagi ujemanja rezultatov, diagnosticne

obcutljivosti (DO), diagnosti¢ne specifi¢nosti (DS), diagnosti¢ne u€inkovitosti (DU).

Diagnosticna obcutljivost (ang. sensitivity) predstavlja delez bolnikov s specificno
boleznijo, pri katerih je rezultat testa pozitiven. Predstavlja verjetnost pozitivnega rezultata
testa, kadar je bolezen prisotna. Manj kot je lazno negativnih rezultatov, vecja je
diagnosti¢na obcutljivost testa.

resni¢no pozitivni
Diagnosti¢na obcutljivost (%) = x100
resnicno pozitivni + lazno negativni
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Diagnosti¢na specificnost (ang. specificity) predstavlja delez oseb, ki nimajo specificne
bolezni, in je rezultat testa negativen. Predstavlja delez resni¢no negativnih dogodkov, ki

smo jih pravilno ugotovili.

resni¢no negativni
Diagnosti¢na specifi¢nost (%) = x100
resni¢no negativni + lazno pozitivni

Kot resni¢no pozitivne vrednosti smo ovrednotili rezultate preiskav, ki so bili skladni s
postavljeno diagnozo »celiakija« oziroma smo rezultate preiskav ovrednotili kot resni¢no
negativne, kadar so bili rezultati negativni in pri teh vzorcih ni bila postavljena diagnoza
celiakija. Rezultate preiskav smo ovrednotili kot lazne vrednosti, kadar se le-ti niso

skladali s postavljeno diagnozo.

Diagnosti¢na ucinkovitost (ang. efficiency) predstavlja razmerje med resni¢no pravilnimi
rezultati testa glede na vse rezultate testa. Odvisna je od diagnosti¢ne obcutljivosti in

specificnosti testa ter prevalence bolezni. (22,23, 24)

resni¢no pozitivni + resni¢no negativni
Diagnosti¢na ucinkovitost (%) = x100
vsi rezultati

STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Dobljene rezultate smo statisticno obdelali s programom SPSS 17. Izvedli smo ROC
analizo, s katero smo zeleli grafiéno ponazoriti zmogljivost testov za diskriminacijo

vzorcev glede na prisotnost oziroma odsotnost celiakije.
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4. REZULTATI

4.1. REZULTATI DOLOCITVE AGA (IgA, IgG)

4.1.1. Prisotnost AGA glede na razrede Ig pri razli¢nih metodah dolo¢anja
Od 67 testiranih vzorcev smo prisotnost AGA-IgA dolo¢ili pri 8 vzorcih z metodo ELISA
in pri 10 vzorcih z MULTIPLEKS metodo. Pri dolocitvi AGA-IgG smo dobili 39
pozitivnih vzorcev z ELISA metodo in 50 pozitivnih z MULTIPLEKS metodo. Z obema
metodama smo pri vseh pozitivnih vzorcih AGA-IgA dolocili prisotnost AGA-IgG.
(Preglednica V, Slika 8).

Preglednica IV: Primerjava metod glede na prisotnost AGA v vzorcu

AGA ELISA MULTIPLEKS

IgA 8/67 10/67

19G 39/67 50/67

IgA + IgG 8/67 10/67

AGA
60
50
40
30 M ELISA
B MULTIPLEKS
20
10
0
IgA IgG IgA+1gG

Slika 8: Prisotnost AGA glede na razrede Ig pri ELISA in MULTIPLEKS metodi

23



Ko smo primerjali rezultate AGA obeh metod smo ugotovili:
> 1gA: rezultati so se ujemali v 93 % (62/67)
» 1gG: rezultati so se ujemali v 79% (53/67)

4.1.2. Prisotnost AGA pri bolnikih s celiakijo in pri preiskovancih brez celiakije
Pri dolo¢itvi AGA-IgA z ELISA metodo smo dobili pozitiven rezultat le pri 18% bolnikov
s celiakijo in pri 4% preiskovancev brez celiakije, medtem ko smo z MULTIPLEKS
metodo dobili pozitiven rezultat pri 25% bolnikov s celiakijo in pri nobenem preiskovancu
brez celiakije. Pri doloc¢itvi AGA-1gG z ELISA metodo smo dobili pozitiven rezultat pri
63% bolnikov z celiakijo in pri 52% preiskovancev brez celiakije, pri MULTIPLEKS
metodi pa smo dobili pozitiven rezultat pri 85% bolnikov s celiakijo in pri 56%

preiskovancev brez celiakije. (Preglednica V, Slika 9)

Preglednica V: Prisotnost AGA pri preiskovancih s celiakijo in brez celiakije pri ELISA
in MULTIPLEKS metodi

CELIAKIJA BREZ CELIAKIJE
AGA
ELISA MULTIPLEKS ELISA MULTIPLEKS
IgA (7/40) 18% (10/40) 25% (1/27) 4% (0/27) 0%
19G (25/40) 63% | (34/40)85% | (14/27)52% | (15/27)56%
IgA + 1gG (7/40) 18% (34/40) 25% (1/27) 4% (0/27) 0%
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celiakija brez celiakije
100 100
90 90
80 80
70 70
60 60 W ELISA
50 M ELISA 50
40 = MULTIPLEKS | 40 ™ MULTIPLEKS
30 30
20 20
10 10
0 0
IgA IsG IgA+IgG IgA 18G IgA+IgG

Slika 9: Prisotnost AGA pri preiskovancih s celiakijo in brez celiakije pri ELISA in
MULTIPLEKS metodi

4.2. REZULTATI DOLOCITVE PROTITELES PROTI TKIVNI
TRANSGLUTAMINAZI
4.2.1. Prisotnost protiteles proti tTG glede na metodo dolo¢anja
Od 76 testiranih vzorcev smo dobili 42 pozitivnih vzorcev z metodo ELISA in 44

pozitivnih vzorcev z MULTIPLEKS metodo. Rezultati, ki smo jih dobili z obema

metodama, so se ujemali v 95%. (Preglednica V1)

Preglednica VI Primerjava metod glede na prisotnost Pt proti tTG v vzorcu

tTG ELISA MULTIPLEKS

IgA 42/76 4476

4.2.2. Prisotnost protiteles proti tTG-IgA pri bolnikih s celiakijo in pri
preiskovancih brez celiakije

Pri ELISA metodi smo dobili pozitiven rezultat na prisotnost anti-tTG pri 93% bolnikov s

celiakijo ter pri 3% preiskovancev brez celiakije. Pri MULTIPLEKS metodi smo dobili

pozitiven rezultat kar pri vseh bolnikih s celiakijo ter nobenega pozitivnega pri

preiskovancih brez celiakije. (Preglednica V11, Slika 10)
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Preglednica V1I: Prisotnost Pt proti tTG pri preiskovancih s celiakijo brez celiakije pri
ELISA in MULTIPLEKS metodi

tTG-1gA CELIAKIJA BREZ CELIAKIJE
ELISA (41/44) 93% (1/32) 3%
MULTIPLEKS (44/44) 100% (0/32) 0%

120

100 -

60 - mELISA

B MULTIPLEKS

20 -

CELIAKUJA BREZ CELIAKIJE

Slika 10 : Prisotnost Pt proti tTG-1gA pri preiskovancih s celiakijo in brez celiakije pri
ELISA in MULTIPLEKS metodi

4.3. REZULTATI DOLOCITVE EMA PRI BOLNIKIH S
CELIAKIJO IN PRI PREISKOVANCIH BREZ CELIAKIJE
V preiskovanih serumih smo dolo¢ili tudi prisotnost EMA z metodo IIF. Pozitiven rezultat
doloc¢itve EMA smo dobili v 98% pri bolnikih s celiakijo in pri 3% preiskovancev brez

celiakije. Negativen rezultat smo dobili le pri 2% bolnikov s celiakijo in pri 97%
preiskovancev brez celiakije. (Preglednica VIII)
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Preglednica VIII: Rezultati dolo¢itve EMA pri bolnikih s celiakijo in preiskovancih brez

celiakije
EMA CELIAKIJA BREZ CELIAKIJE
Pozitivno (46/47) 98% (1/32) 3%
Negativno (1/47) 2% (31/32) 97%

4.4. REZULTATI UJEMANJA DOLOCITVE AGA IN ANTI-TG
Z EMA GLEDE NA UPORABLJENO METODO

Vse dobljene rezultate smo primerjali tudi z rezultati EMA. Rezultati AGA-IgA ELISA so
se ujemali z rezultati EMA le pri 33 vzorcih od 67. Ujemanje zasledimo pri 7 pozitivnih
vzorcih in pri 26 negativnih vzorcih. Rezultati AGA-IgA MULTIPLEKS in EMA se
ujemajo pri 37 vzorcih od 67, pri 10 pozitivnih in 27 negativnih vzorcih. Rezultati AGA-
IgG ELISA so se ujemali z EMA pri 38 vzorcih od 67, pri 25 pozitivnih vzorcih in 13
negativnih vzorcih. BoljSe ujemanje AGA-1IgG glede na EMA smo zaznali pri
MULTIPLEKS metodi. Ujemanje je bilo pri 45 vzorcih od 67 in sicer pri 34 pozitivnih
vzorcih in pri 11 negativnih vzorcih. Rezultati anti-tTG ELISA so se ujemali z EMA pri 72
vzorcih od 76, pri 41 pozitivnih vzorcih in pri 31 negativnih vzorcih. V primeru anti-tTG
MULTIPLEKS so se rezultati ujemali z EMA pri 74 vzorcih od 76, pri 43 pozitivnih
vzorcih in pri 31 negativnih vzorcih. (Preglednica IX)
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Preglednica IX: Rezultati ujemanja dolocitve AGA in anti-tTG z EMA glede na

uporabljeno metodo

EMA EMA ( +in —skupaj)
+ -
7 1
AGA-IgA +

33/67

ELISA ] 33 26

AGA-IgA + 10 0
37/67

MULTIPLEKS _ " >

AGA-IgG + 25 14
38/67

ELISA _ n >

AGA-1gG + 34 16
45/67

MULTIPLEKS _ - "

tTG-1gA + 41 1
ELISA 72176

] 3 31

43 1

tTG-1gA +

74176

MULTIPLEKS 1 31
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4.5. DIAGNOSTICNA VREDNOST POSAMEZNIH
PROTITELES NA OSNOVI DOBLJENIH REZULTATOV

Na podlagi resni¢no pozitivnih in resnicno negativnih ter lazno pozitivnih in lazno
negativnih rezultatov smo izracunali diagnosti¢no vrednost posameznih protiteles glede na

metodo dolocanja.

45.1. Diagnosti¢na vrednost AGA-IgA
Iz parametrov, navedenih v preglednici X, smo izracunali diagnosti¢no vrednost AGA-IgA
glede na uporabljeno metodo. (Preglednica XI) Diagnosti¢na obc¢utljivost je bila pri obeh
metodah nizka (18% pri ELISA ter 25% pri MULTIPLEKS metodi), medtem ko pri obeh
metodah dobimo za ta seroloski oznacevalec visoke vrednosti diagnosticne specifi¢nosti
(ELISA  96%, MULTIPLEKS 100%). Diagnostiéna ucinkovitost AGA-IgA pri
MULTIPLEKS metodi je tako 55%, pri ELISA metodi pa 49%.

Preglednica X: Posamezni parametri za diagnosti¢no ovrednotenje AGA-IgA

AGA-IgA ELISA MULTIPLEKS
RP=resni¢no pozitivni 7 10
RN=resni¢no negativni 26 27
LP= laZno pozitivni 1 0
LN=laZno negativni 33 30

Preglednica XI: Diagnosti¢na vrednost AGA-IgA glede na metodo

AGA-IgA ELISA MULTIPLEKS
Diagnosti¢na obcutljivost 18% 25%
Diagnosti¢na specificnost 96% 100%
Diagnosti¢na ucinkovitost 49% 55%
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AGA-IgA

100

80

60

W ELISA
B MULTIPLEKS

40

20

Diag. obcutljivost Diag. specifi¢nost Diag. u¢inkovitost

Slika 11: Prikaz diagnosti¢nih vrednosti AGA-IgA glede na metodo

4.5.2. Diagnosti¢na vrednost AGA-1gG
Iz parametrov, navedenih v preglednici XII, smo izrac¢unali diagnosti¢no vrednost AGA-
IgG glede na uporabljeno metodo.(Preglednica XIII) Diagnosti¢na obcutljivost je bila pri
MULTIPLEKS metodi visja (85%) kot pri ELISA metodi (63%), medtem ko pri obeh
metodah dobimo nizke vrednosti diagnosti¢ne specifi¢nosti (ELISA 48%, MULTIPLEKS
44%). Diagnosti¢na u¢inkovitost AGA-IgG pri MULTIPLEKS metodi je tako 69%, pri
ELISA metodi pa 57%.(Slika 12)

Preglednica XI1I: Posamezni parametri za diagnosti¢no ovrednotenje AGA-1gG testa

AGA-IgG ELISA MULTIPLEKS
RP=resni¢no pozitivni 25 34
RN=resni¢no negativni 13 12

LP= laZno pozitivni 14 15
LN=laZno negativni 15 6
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Preglednica XIII: Diagnosti¢na vrednost AGA-IgG glede na metodo

AGA-1gG ELISA MULTIPLEKS

Diagnosti¢na obcutljivost 63% 85%

Diagnosti¢na specifi¢nost 48% 44%

Diagnosti¢na u¢inkovitost 57% 69%

AGA-IgG

100
90

80

70

60

50 W ELISA

40 B MULTIPLEKS
30
20

10

diag. obcutljivost diag. specificnost diag. ucinkovitost

Slika 12: Prikaz diagnosti¢nih vrednosti AGA-1gG glede na metodo

4.5.3. Diagnosti¢na vrednost anti-tTG-1gA
Iz parametrov, navedenih v preglednici XIV, smo izracunali diagnosti¢no vrednost anti-
tTG-IgA glede na uporabljeno metodo.(Preglednica XV) Diagnosti¢na vrednost je zelo
visoka, predvsem pri multipleks metodi, saj vsi izraCunani parametri dajejo 100%

rezultat.(Slika 13)
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Preglednica XIV: Posamezni parametri za diagnosti¢no ovrednotenje anti-tTG-IgA glede

na metodo
tTG-1gA ELISA MULTIPLEKS
RP=resni¢no pozitivni 41 44
RN=resni¢no negativni 31 32
LP=lazno pozitivni 1 0
LN=lazno negativni 3 0

Preglednica XV: Diagnosti¢na vrednost anti-tTG-IgA glede na metodo

tTG-1gA ELISA MULTIPLEKS
Diagnosti¢na obcutljivost 93% 100%
Diagnosti¢na specifi¢nost 97% 100%
Diagnosti¢na ucinkovitost 95% 100%
anti-tTG-IgA
100
80
60 W ELISA
B MULTIPLEKS
40
20
0

Diag.obcutljivost Diag. specifi¢nost Diag. ucinkovitost

Slika 13: Prikaz diagnosti¢nih vrednosti anti-tTG-IgA glede na metodo
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4.5.4. Diagnosti¢na vrednost EMA
Iz parametrov, navedenih v preglednici XVI, smo izracunali diagnosti¢no vrednost
EMA.(Preglednica XVII) Diagnosticna obcutljivost je bila 98%, diagnosti¢na specifi¢nost
97% in diagnosti¢na uc¢inkovitost 97%.(Slika 14)

Preglednica XVI: Posamezni parametri za diagnosti¢no ovrednotenje EMA

EMA IF
RP=resni¢no pozitivni 46
RN=resni¢no negativni 31

LP= lazno pozitivni 1
LN=laZno negativni 1

Preglednica XVII: Diagnosti¢na vrednost EMA

EMA HF
Diagnosti¢na obcutljivost 98%
Diagnosti¢na specifi¢nost 97%
Diagnosti¢na u¢inkovitost 97%
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Slika 14: Prikaz diagnosti¢ne vrednosti EMA

Ce torej primerjamo diagnostiéne vrednosti posameznih protiteles med seboj (Preglednica
XVIII), vidimo, da je najbolj diagnosti¢no obcutljiv in diagnosti¢no specificen in s tem
najbolj diagnosti¢no ucinkovit seroloski oznacevalec anti-tTG IgA ob uporabi multipleks
metode. Enako diagnosti¢no specificnost smo dobili tudi pri doloditvi AGA IgA z
multipleks metodo, vendar z zelo slabo diagnosti¢no obcutljivostjo, zato je njihova

diagnosti¢na ucinkovitost zelo majhna.(Slika 15)

Preglednica X VIII: Diagnosti¢na vrednost posameznih protiteles glede na uporabljeno

metodo
% AGA-A | AGA-A | AGA-G | AGA-G | tTg-A tTg-A |EMA
elisa |multipleks| elisa |multipleks| elisa |multipleks| IIF
Diagnosti¢na
obcutljivost 18 25 63 85 93 100| 98
Diagnosti¢na
specifi¢nost 96 100 48 44 97 100| 97
Diagnosti¢na
ucinkovitost 49 55 57 69 95 100| 97
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Slika 15: Prikaz diagnosti¢nih vrednosti seroloskih oznacevalcev glede na metodo

4.6. STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

ROC krivulja ponazarja odnos specifi¢nosti in obcutljivosti pri posameznem testu oz.
metodi v obliki krivulje znotraj x/y sistema. Na y osi se tako nahaja obcutljivost oz.
resni¢no pozitivni rezultati, na x osi pa lazno pozitivni rezultati oz. 1-specificnost. Test z
dobro klini¢no zmogljivostjo dosega visoko obcutljivost (veliko resni¢no pozitivnih
rezultatov) in ima majhno Stevilo lazno pozitivnih rezultatov (visoka specificnost). Pri
testih z visoko diagnosti¢no to¢nostjo se krivulja pribliza levemu gornjemu kotu, kjer
imamo veliko Stevilo resni¢no pozitivnih rezultatov in majhno Stevilo lazno pozitivnih
rezultatov. Blizje kot je krivulja zgornjemu levemu kotu, vecja je diskriminacijska
zmogljivost testa. Tako lahko vizualno ocenimo diagnosti¢no to¢nost testa in primerjamo

razli¢ne teste med seboj. (28)
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Slika 16: ROC krivulje za AGA-IgA, AGA-IgG ter EMA

Iz slike 16 je razvidno, da se krivulja le pri EMA testu pribliza levemu gornjemu kotu in

1- specifi¢nost

tako izkazuje vecjo diskriminacijsko vrednost testa.
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Slika 17: ROC krivulje za anti-tTG-IgA ter EMA
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Na sliki 17 lahko vidimo, da se vse krivulje priblizajo levemu gornjemu kotu in tako

izkazujejo veliko diskriminacijsko vrednost testov.

Toc¢nost testa smo izrazili tudi kvantitativno in sicer s povrSino pod ROC krivuljo.
Rezultate smo interpretirali glede na dane kriterije (0,90 - 1= izvrsten test, 0,80 - 0,90=
dober test, 0,70 — 0,80= srednji test, 0,60 — 0,70= slabsi test, 0,50 — 0,60= test brez uspeha).
(29) 1z preglednice XIX je razvidno, da najvecjo povrsino pod ROC krivuljo zavzameta

oba anti-tTG testa ter EMA test.

Preglednica XIX: PovrSine pod ROC krivuljo za posamezne seroloske oznacevalce ob

uporabi razli¢nih metod

TESTI POVRSINA POD ROC KRIVULJO
AGA-IgA MULTIPLEKS 0,63
AGA-IgA ELISA 0,57
AGA-1gG MULTIPLEKS 0,59
AGA- IgG ELISA 0,57
EMA IIF 0,97
Anti-tTG-IgA MULTIPLEKS 1,00
Anti-tTG-gA ELISA 0,95
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5. RAZPRAVA

Celiakija je imunolosko posredovana kroni¢na bolezen tankega Crevesja, ki nastane kot
posledica uzivanja glutena pri genetsko predisponiranih osebah. Pogostost bolezni se
ocenjuje okrog 1% prebivalstva in prizadene ljudi vse starosti (2, 30, 31, 32). Tako visoka
prevalenca je posledica vse ve¢jega zavedanja in poznavanja te bolezni, prepoznavanja
obolelih, ki imajo netipicno obliko bolezni, dostopnost sodobnih diagnosti¢nih testov in
presejevanje med rizi€nimi skupinami. Pri bolnikih z netipi¢no celiakijo je zelo tezko
postaviti diagnozo in zato je potrebno kombinirati ve¢ seroloskih testov s histoloSkim
pregledom biopsije sluznice tankega Crevesja. Zlati standard pri postavljanju diagnoze
celiakije je Se vedno histoloski pregled biopta sluznice tankega Crevesja, ceprav so sodobni
seroloski testi visoko diagnosticno specifiéni in obcutljivi in predstavljajo temelj v

diagnosti¢nem postopku celiakije (25, 26, 31, 32, 34).

V raziskavi smo nameravali preveriti, ali je novejSa multipleks metoda za dolocitev
seroloskih oznacevalcev AGA in anti-tTG ucinkovitejSa od Ze uveljavljene encimsko
imunske metode, saj ima kar nekaj tehni¢nih prednosti. Prednost multipleks metode je
multipleksnost, kar pomeni isto¢asno merjenje razli¢nih protiteles iz istega vzorca in s tem
prihranek ¢asa, vzorca ter stroSkov, kar so ugotovitve tudi drugih raziskovalcev (35). Prav
tako pri multipleks metodi poteka kalibracija znotraj posameznega vzorca, kar naj bi
pripomoglo k bolj natan¢nemu in tofnemu merjenju. Velika prednost je tudi v
racunalniSkem prenosu rezultatov iz analizatorja v laboratorijski informacijski sistem, kar
pa pri ro¢ni (manualni) ELISA metodi ni moZno in je potrebno rezultate ro€no vpisovati v
sistem, s tem pa se poveca moznost napake.

V nalogi smo posredno preko evaluacije rezultatov prisotnih protiteles v vzorcih,
izraCunanih diagnosticnih vrednosti posameznih protiteles, ki smo jih dobili preko
dolocitve z razlicnimi metodami, primerjali uporabljene diagnosticne teste in posredno
metode med seboj.

Pri primerjavi rezultatov AGA-IgA dobljenih z ELISA in multipleks metodo smo dobili
dobro ujemanje rezultatov. Rezultati so se ujemali v 93%, torej v 7% oz. v 5 primerih ni
bilo ujemanja. V vseh teh petih primerih je bila potrjena celiakija. Multipleks metoda nam
je dala pozitiven rezultat v 4 primerih, medtem ko smo z ELISA metodo dobili samo en
pozitiven rezultat. Rezultati kazejo na vecjo diagnosti¢no obcutljivost dolocitve AGA-IgA

z multipleks metodo, saj smo z le to dolo¢ili ve¢jo Stevilo pozitivnih bolnikov z celiakijo in
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nobenega preiskovanca AGA-IgA lazno pozitivnega med populacijo zdravih oz. brez
celiakije. Medtem, ko je v primeru ELISA delez pravilno ugotovljenih pozitivnih
rezultatov AGA-IgA manjs$i in je v enem primeru ugotovljen tudi lazno pozitiven vzorec.
Pri primerjavi rezultatov AGA- 1gG z metodama ELISA in multipleks nismo dobili tako
primerljivih rezultatov kot pri AGA-IgA. Rezultati so se ujemali v 79%, v 21 % oziroma v
14 primerih se niso ujemali. Ve¢inoma (v 13 primerih) je $lo za pozitivne rezultate pri
multipleks metodi. Rezultati nakazujejo tudi v primeru AGA-IgG ve¢jo diagnosti¢no
obcutljivost dolocCitve z multipleks metodo, kjer je bil odstotek pozitivnih vzorcev, pri
preiskovancih s celiakijo, v primerjavi z ELISA prav tako vecji. Diagnosti¢na specificnost
doloc¢itve AGA-IgG z obema metodama pa je primerljiva. Razlike v doloCanju istega
analita lahko nastanejo zaradi razlicnih metod dolocanja ter zaradi samega antigena, kjer
problem predstavlja izolacija in o€i§Cenje ustreznega antigena ter fiksacija le-tega na
reakcijsko povrsino.

Najboljse ujemanje rezultatov obeh metod pa smo zasledili pri seroloskem oznacevalcu
anti-tTG-IgA in sicer so se rezultati ujemali kar v 95%, le v 5 % oziroma v 4 primerih je
priSlo do neujemanja. Ko smo primerjali vzorce glede na skupne preiskave oziroma
diagnozo smo ugotovili, da v vseh 4 primerih odstopajo rezultati pri ELISA testu: pri 3
vzorcih s potrjeno celiakijo smo dobili negativen rezultat in pri enem vzorcu pozitiven
rezultat, Ceprav ni bilo potrjene celiakije. Tudi rezultati dolo€itve anti-tTG kaZejo na vecjo
diagnosticno obcutljivost in diagnosticno specifi€nost dolo€itve protiteles z multipleks
metodo, saj smo tudi v tem primeru dobili vecje Stevilo pravilno pozitivnih vzorcev pri
bolnikih s celiakijo in nobenega lazno pozitivnega vzorca med preiskovanci brez celiakije.
Rezultati dolocitve EMA z IIF so nakazali visoko diagnosti¢no obcutljivost in diagnosti¢no
specificnost teh protiteles ob uporabljeni metodi IIF, ki je v seroloski diagnostiki celiakije
uveljavljena kot zlati standard (32, 36, 37). Le v enem primeru smo ugotovili prisotnost
EMA pri preiskovancih brez celiakije in prav tako v le enem primeru nismo ugotovili
prisotnosti EMA pri bolnikih s celiakijo.

Glede na postavljeno diagnozo smo na osnovi dobljenih rezultatov z obema metodama
izraCunali tudi diagnosti€no obcutljivost, diagnosticno specifi¢nost in diagnosti¢no
uéinkovitost AGA-IgA, AGA-IgG in anti-tTG-1gA. Tako smo pri AGA-IgA potrdili v
predhodnih rezultatih nakazano nizko diagnosticno obcutljivost teh protiteles pri obeh
metodah (18% ELISA, 25% multipleks); pri ¢emer zasledimo visjo vrednost pri multipleks

metodi. Ugotovljena nizka diagnosti¢na obcutljivost AGA-IgA je v nasi raziskavi nekoliko
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nizja od rezultatov ze potrjenih Studij, kjer je bila ugotovljena diagnosti¢na obcutljivost od
45 do 68% (38, 39). Nizka obcutljivost teh protiteles je lahko posledica tudi IgA
imunskega deficita, ki je zelo pogost pri celiakiji (40). Vendar bi to morali preveriti z
dolocitvijo celokupnega IgA. Za AGA- IgA je znalilno, da so visoko diagnosticno
specifina, saj nastajajo kot posledica imunskega odziva v sluznici. Pri ELISA metodi smo
za AGA-IgA tako dobili 97% diagnosti¢no specificnost in pri multipleks metodi 100%, kar
pa se ujema z rezultati drugih $tudij (38, 39). Na racun slabe diagnosti¢ne obcutljivosti
AGA-IgA je slaba tudi njena diagnosti¢na ucinkovitost, tako je 49% za ELISA in 55% za
multipleks metodo. V vseh pogledih dobimo pri primerjavi rezultatov dolocitve AGA-IgA
obeh metod boljse rezultate pri multipleks metodi.

Izracunane diagnostine vrednosti za AGA-IgG nakazujejo na boljSo diagnosti¢no
obcutljivost AGA-IgG dolocenih z multipleks metodo in sicer je diagnosti¢na obcutljivost
znasala 85%, pri ELISA metodi pa 63%. Diagnosti¢na specificnost AGA-IgG je bila pri
ELISA metodi nekoliko boljsa (48%) kot pa pri multipleks metodi (44%), vendar je na
splos$no pri obeh metodah slaba. Dobljeni rezultati se ujemajo z vrednostmi navedenimi v
razli¢nih literaturah (38, 39). Zaradi slabe diagnosti¢ne specifi¢nosti AGA-IgG se njihova
uporaba omejuje (15, 41). Slaba diagnosti¢na specifi¢nost je posledica prisotnosti teh
protiteles tudi pri drugih obolenjih kot so: psoriaza, hepatoloske bolezni, juvenilni artritis
in celo pri zdravi populaciji (15, 39, 42). Zaradi tako slabe diagnosti¢ne specifi¢nosti je
slaba tudi diagnosti¢na ucinkovitost, ki je pri ELISA metodi 57% ter pri multipleks metodi
69%. Tudi v primeru dolo¢itve AGA-IgG se je nekoliko bolje odrezala multipleks metoda,
predvsem kar se ti¢e diagnosti¢ne obcutljivosti.

Rezultati izracunanih diagnosti¢nih vrednosti (diagnosticna obcutljivost in specifi¢nost)
nam kaZzejo na visoko diagnosti¢no ucéinkovitost anti-tTG v primeru obeh metod in s tem
tudi njuno odli¢no primerljivost, kar pa lahko zasledimo tudi pri drugih Studijah (27, 35).
Pri ¢emer smo v naSi Studiji dobili celo 100% diagnosticno ucinkovitost v primeru
dolocitve anti-tTG z multipleks metodo. Diagnosti¢na obcutljivost anti-tTG pri ELISA
metodi je tako 93%, zaradi 3 lazno negativnih rezultatov. Gre za paciente s potrjeno
celiakijo, ki so bili na dieti. Diagnosti¢na specifi¢nost anti-tTG pri ELISA metodi je zelo
dobra (97%), saj smo dobili le en lazno pozitivni rezultat in tako je diagnosti¢na
ucinkovitost 95%. Pri dolo¢itvi anti-tTG z multipleks metodo pa nismo dobili nobenega
laznega rezultata, zato so vsi izraCunani parametri 100%. Ti rezultati nakazujejo, da je

multipleks metoda res zelo analitsko obcutljiva metoda in da zelo hitro zazna prisotnost
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analita. To pa je pomembno pri sledenju pacientov s celiakijo, saj nam ta rezultat pove ali
se pacient drzi stroge diete. Kajti znacilnost protiteles kot seroloskih oznacevalcev je, da z
uvedbo diete in s tem odstranitvijo povzrocCitelja imunskih reakcij ter s tem nastanka
protiteles, se le ta postopno prenehajo tvoriti in jih pri bolnikih z ustrezno dieto s ¢asom
ve€ ne zaznamo.

Prav tako smo diagnosti¢no ovrednotili tudi EMA glede na postavljeno diagnozo. Dobili
smo en lazno pozitiven in en lazno negativen rezultat. Gre za pacienta s celiakijo na dieti,
kjer nismo zaznali prisotnosti EMA ter za bolnika s KVCB, kjer je bila EMA pozitivna.
Diagnosti¢na obcutljivost rezultatov EMA je tako 98%, specificnost 97%, in ucinkovitost
97%. Ti rezultati potrjujejo v literaturi in v praksi ze potrjeno visoko diagnosti¢no vrednost
EMA za odkrivanje celiakije (43, 44). Prav tako smo primerjali ujemanje rezultatov EMA
z rezultati ostalih seroloskih oznadevalcev. Rezultati ujemanja z EMA kot pomembnim
seroloskim testom v diagnostiki celiakije so pokazali vecje ujemanje dolocitve protiteles z
multipleks metodo glede na ELISA v primeru vseh treh protiteles; v primeru AGA-IgA
(37:33), v primeru AGA-IgG (45:38) in v primeru tTG-IgA (74:72). Primerljivost
rezultatov je v primeru AGA, tako IgA kot 1gG zelo slaba in zelo dobra v primeru anti-
tTG. Rezultati dolo¢itve anti-tTG z ELISA metodo so se ujemali z rezultati EMA v 95%, v
4 primerih smo zasledili neujemanje. To neujemanje zasledimo pri mejno pozitivnih
rezultatin EMA, Kkjer pa nam je anti-tTG z ELISA metodo dal negativne vrednosti. Na
osnovi izkuSenj v rutinski diagnostiki in po pregledu primerov opaZzamo, da so to vrstni
primeri pogosti pri bolnikih s celiakijo, ki so na dieti. Pri multipleks metodi doloc€itve anti-
tTG se rezultati ujemajo z EMA kar v 97%, le v dveh primerih opazimo neujemanje. V
enem primeru gre za pacienta s celiakijo na dieti in s to metodo dobimo pozitivno vrednost,
medtem ko pa nam EMA da negativen rezultat. V drugem primeru gre za bolnika s KVCB,
pri katerem protiteles proti tTG z multipleks metodo nismo doloc¢ili, ugotovili pa smo
prisotna EMA. Zelo dobra primerljivost dolo¢itve anti-tTG izhaja iz dejstva sorodnosti
antigenskih determinant tTG in EMA. Kajti tTG je eden najpomembnejsih, ¢e ne edini
antigen endomizija, ki sluzi kot antigen v primeru antigenskih substratov doloc¢itve EMA
(45).

Pri pregledu izracunanih diagnosti¢nih vrednosti posameznih protiteles, ki smo jih dolo¢ili
z tremi razlicnimi metodami, smo opazili, da je najvi§ja diagnosticna vrednost bila
izraCunana v primeru dolocitve anti-tTG-IgA z multipleks metodo. Njena diagnosti¢na

obcutljivost, diagnosti¢na specifi¢nost in ucinkovitost je bila 100% in tako celo boljsa od
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diagnosti¢ne ucinkovitosti EMA IIF, kot v seroloski diagnostiki uveljavljenega seroloskega
testa izbora za opredelitev celiakije. 100% diagnosti¢no specifi¢nost smo dobili tudi pri
dolo¢itvi AGA-IgA z multipleks metodo, vendar smo v tem primeru dobili zelo slabo
diagnosti¢no obcutljivost, kar pa ima za posledico slabo diagnosti¢no uc¢inkovitost. Glede
na dobljene rezultate je diagnosti¢na ucinkovitost antigliadinskih protiteles dosti slabsa od
diagnosti¢ne ucinkovitosti anti-tTG in EMA, zato se uporaba AGA omejuje zgolj na
dolo¢ene primere (15, 39, 42, 46). Antigliadinska protitelesa razreda IgG je smiselno
dolocevati pri osebah z IgA imunodeficienco. Dolo¢amo pa lahko tudi anti-tTG-1gG, ki so
prav tako namenjeni odkrivanju bolnikov s celiakijo, ki imajo IgA imunodeficienco.
Najnovejsa merila NASPGHAN ne priporocajo ve¢ uporabe protiteles AGA in dajejo
prednost protitelesom tTG in EMA, medtem ko pa se pri merilih ESPGHAN niso tako
jasno opredelili glede uporabe testov.(2)

Tudi rezultati statisticne obdelave dobljenih podatkov, na osnovi ROC krivulj in
izracunanih povrsin pod ROC krivuljo nam dokazujejo, da so izracunane vrednosti povrsin
pod ROC krivuljo primerljive, vendar vis§je v primeru dolo€itve primerljivih protiteles z
multipleks metodo glede na ELISA metodo. Najvi§je vrednosti povrs§in pod ROC krivuljo
zasledimo v primeru dolocitve anti-tTG-IgA z mulltipleks metodo (1,00) in EMA (0,97),
kar nakazuje, da imajo ti diagnosticni testi visoko diagnosti€no to€nost in zelo dobro
razlikujejo med bolniki s celiakijo in med osebami, ki nimajo celiakije. Pri statisti¢ni
obdelavi AGA z obema metodama pa smo glede na obliko ROC krivulje in povrsine pod
ROC krivuljo (0,57-0,63) opazili, da je diskriminacijska zmogljivost teh diagnosti¢nih
testov zelo slaba in zato slabo razlikujejo med osebami s celiakijo in brez celiakije.

Dobljeni rezultati v nasi Studiji dokazujejo, da so rezultati dolocitve AGA-IgA, AGA-IgG
in anti-tTG-IgA, ki smo jih dolo¢ili z metodo ELISA in metodo multipleks, primerljivi. Pri
cemer je tako diagnosti¢na obcutljivost in diagnosti¢na specificnost ter s tem diagnosti¢na
uc¢inkovitost v primeru AGA-IgA in anti-tTG z multipleks metodo celo visja. Presenetljive
rezultate smo dobili tudi ob primerjavi seroloSkih oznacevalcev dolocenih z omenjenima
metodama z EMA ob uporabi metode IIF, ki predstavlja kot ze omenjeno zlati standard v
seroloski diagnostiki celiakije. V primerjavi z rezultati EMA smo v primeru anti-tTG- IgA
z multipleks metodo dobili celo visje diagnosti¢ne vrednosti (diagnosticna obcutljivost,
diagnosti¢na specificnost, diagnosti¢na ucinkovitost) in sicer 100%. Tako lahko

zaklju€imo, da je nova multipleks metoda za doloc¢itev AGA, anti-tTG-IgA lahko odlicna
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zamenjava za obstoje¢o ELISA metodo ter primerna in uporabna v rutinski seroloski

diagnostiki celiakije.

Pri pregledu literature smo zasledili malo S$tudij, ki opisujejo primerjavo rezultatov
seroloskih markerjev v diagnostiki celiakije dolo¢enih z metodama ELISA in multipleks.
Primerjali so rezultate dolocitve protiteles proti tkivni transglutaminazi ter protiteles proti
deamidiranemu gliadinskemu peptidu (27, 35), medtem ko primerjave dolocitve
antigliadinskih protiteles z omenjenima metodama nismo zasledili. VV obeh primerih so
prav tako kot mi prisli do zakljuckov, da je multipleks metoda ucinkovitejSa pri

dolo¢evanju omenjenih seroloskih markerjev v diagnostiki celiakije in je dobra zamenjava

za ELISA.

43



6. SKLEPI

>

Glede na dobljene rezultate primerjave izra¢unanih diagnosti¢nih vrednosti
protiteles AGA in tTG ter na podlagi ujemanja rezultatov sklepamo, da je
metoda MULTIPLEKS primerljiva z ELISA metodo, saj dobimo podobne
rezultate. Ujemanje rezultatov je tako pri AGA-IgA 93%, pri AGA-IgG 79% ter
pri anti-tTG 95%.

Multipleks metoda se je pri vseh testih izkazala kot diagnosti¢no obcutljivejsa,
bolj diagnosti¢no specifi¢na ter bolj u¢inkovita kot ELISA metoda (tudi EMA).
Predvsem zasledimo bolj$o diagnosti¢no obcutljivost (AGA-IgA: 25/18, AGA-
IgG: 85/63, anti-tTG-IgA: 100/93), kar pa poveca diagnosti¢no ucinkovitost

testa.

Primerljivost ujemanja rezultatov z EMA je bila z obema metodama podobna
oziroma pri multipleks metodi dobimo nekoliko boljSe rezultate. Tako je
ujemanje z AGA-IgA pri multipleks metodi 55%, pri ELISA metodi 49%,
AGA-IgG: multipleks 67%, ELISA 57%, tTG-IgA: multipleks 97%, ELISA
95%.

Protitelesa proti tTG dolo¢ena z ELISA in multipleks metodo in EMA imajo
visoko diagnosti¢no to¢nost, kar lahko razberemo iz povrSine pod ROC krivuljo
(0,95 — 1,00) in zato zelo dobro razlikujejo med bolniki s celiakijo in med

osebami, ki nimajo celiakije.

Pri AGA smo z obema metodama ugotovili, da je diskriminacijska zmogljivost

teh protiteles z uporabljenima metodama slaba, saj je bila povrSina pod ROC

krivuljo od 0,57 do 0,63.

Rezultati potrjujejo, da je nova multipleks metoda za dolocitev AGA in anti-
tTG-IgA lahko odli¢na zamenjava za ELISA metodo ter primerna in uporabna v

rutinski seroloski diagnostiki celiakije.
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