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Acta Med Croatica, 69 (2015) 75-96 Uvodnik

HRVATSKE SMJERNICE ZA IN VITRO DIJAGNOSTIKU
PREOSJETLJIVOSTI POSREDOVANE IgE PROTUTIJELIMA

ASJA STIPIC MARKOVIC, IRENA IVKOVIC-JUREKOVIC!, SLAVICA DODIG?,
IRENA BATISTA?, RENATA ZRINSKI-TOPIC%, MONIKA BARBERIC?, IVA TOPALUSIC,
ZELJKA BUKOVEC MEGLA*i VESNA ZIZIC®

Klinicki bolnica Sveti Duh, Odjel za klinicku imunologiju, pulmologiju i reumatologiju,

Referentni centar za klinicku alergologiju, 'Klinika za djecje bolesti Zagreb, Odjel za pulmologiju, alergologiju,
imunologiju i reumatologiju, “Djecja bolnica Srebrnjak, Odjel za klinicko-laboratorijsku dijagnostiku,
Referentni centar za klinicku alergologiju djece, *Klinicka bolnica Sveti Duh, Imunoloski laboratorij,
*Klinicki bolnicki centar Sestre milosrdnice, Klinika za onkologiju i nuklearnu medicinu,
Endokrinoloski laboratorij i *Klinika za djecje bolesti Zagreb, Zavod za laboratorijsku dijagnostiku,
Hematoloski laboratorij, Zagreb, Hrvatska

In vitro dijagnostika alergijskih bolesti temelji se na odredivanju koncentracije ukupnih i specifi¢nih IgE antitijela u serumu, kon-
centraciji IgG antitijela, plazmatske triptaze, eozinofilnog kationskog proteina te testu aktivacije bazofilnih leukocita. Upotreba
in vitro dijagnostickih testova mora biti temeljena na korelaciji anamneze, klinicke slike te in vivo provokativnih testova. Klini¢ko
znacenje poviSene serumske koncentracije ukupnih IgE antitijela u dijagnostici alergijskih bolesti jest ograni¢ena, buduéi da se
ona susrece i u drugim nealergijskim bolestima. PoviSene koncentracije specificnih IgE protutijela, zajedno s pozitivnom ana-
mnezom, indikativne su za klinicki zna¢ajnu alergijsku bolest. Preporu¢ena laboratorijska metoda za odredivanje koncentracije
IgE protutijela u serumu jest fluoroenzimimunokemijska metoda. PoviSene serumske koncentracije IgG protutijela nemaju doka-
zanu ulogu u dijagnostici alergije na hranu, a mogu posluZiti u procjeni uspjesnosti specifi¢ne imunoterapije na alergene kukaca
te procjeni rizika razvoja anafilaksije uzrokovane ovom skupinom alergena. PoviSena koncentracija serumske triptaze (podtip ),
indikator je degranulacije mastocita uzrokovane specificnim alergenom. Porast koncentracije eozinofilnog kationskog proteina
(EKP) nastupa tijekom kasne faze alergijske reakcije te se moze koristiti u praéenju alergijskih i drugih upalnih stanja u kojima eo-
zinofili imaju glavnu ulogu. Test aktivacije bazofilnih (BAT) leukocita temelji se na odredivanju staniénih razlikovnih obiljezja, CD 63
i CD203c metodom protocne citometrije. BAT je koristan u dijagnostici alergija na alergene kukaca, nutritivnih te medikamentnih
alergija. Alergoloska dijagnostika temeljena na ekstraktima alergena moze se koristiti u monosenzibiliziranih bolesnika s jasnom
klinickom slikom te u bolesnika kojima se planira prepisati samo simptomatska terapija. U suvremenoj su klinickoj praksi razvije-
nih zemalja mnogo €es¢i polisenzibilizirani bolesnici s kompleksnom simptomatologijom te sumnjom na kriznu reaktivnost. Kod
ovih se bolesnika preporuca koristiti molekularnu alergolosku dijagnostiku.

Kiljuéne rijeci: IgE, serumska triptaza, eozinofilni kationski protein, test aktivacije bazofila, molekularna alergoloska dijagnostika
Adresa za dopisivanje:  Prof. dr. sc. Asja Stipi¢ Markovi¢, prim., dr. med.

Odjel za klini¢ku imunologiju, pulmologiju i reumatologiju
Klinika za unutarnje bolesti Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu

Klinicka bolnica Sveti Duh

Sveti Duh 64

10 000 Zagreb, Hrvatska

E-posta: asjastipic90@gmail.com

1.UVOD pribliziti mogu¢nostima ljudske spoznaje slikom kolo-

ne kamiona napunjenih otpadom, koji godi$nje proi-

Acta 2_2015 KB.indd 75

Znakovi danasnjeg vremena pokazuju kakvom se vanj-
skom okruzju obrambeni sustav ¢ovjeka mora prilago-
davati kako bi odrzao integritet organizma. Zivimo s
¢injenicom da je oneci$é¢enje zemlje dovelo do pitanja
fizickog opstanka ¢ovjeka. Veli¢ina problema moze se

zvede glavni grad Hrvatske, koja se proteze od Zagreba
do Rijeke (200.000 tona otpada). Dakle, s jedne stra-
ne nacin Zivota u civilizaciji s obiljem antigenskih de-
terminanti, a s druge postupno eliminiranje biologke
raznolikosti (organizmu osobito vaznih bakterijskih
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populacija s kojima egzistira u suzivotu), razlog su
promjena imunoloskog sustava koje rezultiraju bole-
stima, izmedu ostalog i pandemijskim razmjerima pre-
valencije alergijskih bolesti. Svi profili stru¢njaka koji
se bave dijagnostikom i lije¢enjem alergijskih bolesti
danas trebaju prihvatiti principe odrzivog razvoja, $to
znaci postovati nove znanstvene spoznaje temeljene na
dokazima. Na nacionalnoj razini treba uvesti principe
racionalizacije, izmedu ostalog i harmonizaciju dija-
gnosticke metodologije, kako bi se zaklju¢ci o stanju
bolesnika mogli usporedivati medu svim regijama ze-
mlje i inozemstva.

Vaznost standardizacije i harmonizacije in vivo i in
vitro alergoloske dijagnostike

To¢nost 1 pouzdanost dijagnostickih postupaka koji
vode ispravnoj dijagnozi bolesti, a time i izboru od-
govarajuceg terapijskog modaliteta, direktno i u pot-
punosti su ovisni o primijenjenim laboratorijskim i
klini¢kim metodama, koje prema dobroj klini¢koj i la-
boratorijskoj praksi nuzno trebaju biti standardizirane
i reproducibilne. U hrvatskoj alergoloskoj praksi prin-
cipi standardizacije implementirani su u podrudju teh-
nike koZnog testiranja, pribora za kozno testiranje, ¢i-
tanja kozne reakcije i interpretacije, jo§ od simpozija
"Standardizacija dijagnosti¢kih postupaka u alergolo-
giji i klinickoj imunologiji" odrzanog u Zagrebu 1983.
godine (1). Takoder se intenzivno radilo na standar-
dizaciji alergenskih pripravaka Imunoloskog zavoda u
Zagrebu te je proizveden nacionalni standard za aler-
gen Dermatophagoides pteronyssinus i kuéni standard
za alergen Ambrosia elatior (2,3). Alergenima je odre-
dena potentnost in vitro testom RAST inhibicije ali i in

vivo biologkom standardizacijom (4-7). Krovna europ-
ska alergolo$ka udruga, Europska akademija za alergo-
logiju i klinicku imunologiju, objavila je 2012. godine
standardizirane preporuke za kozno testiranje ("Prak-
ticni vodic za kozni test inhalacijskim alergenima”) (8)
i profesionalnim alergenima (9), a prethodno, 2009.
godine prijedlog harmonizacije ubodnog koznog te-
sta inhalacijskim alergenima (SPT, od engl. skin prick
test, kozni test ubodom) (10,11). Smjernice objavljuju
i nacionalna udruZenja alergologa i klini¢kih imuno-
loga (12). Hrvatsko drustvo za alergologiju i klinicku
imunologiju je u cilju ujednacavanja koznog testiranja
u zemlji organiziralo dva edukacijska tec¢aja " Vjestina
izvodenja i interpretacije koznih testova za procjenu
IgE preosjetljivosti", a sudionicima su podijeljeni cer-
tifikati o osposobljenosti (13,14). U podruéju standar-
dizacije in vitro dijagnostike u Hrvatskoj su definirane
vrijednosti ukupnog IgE za djecu i odrasle 2006. godi-
ne (15).

Dijagnosticki postupnik u alergologiji

In vitro alergoloska dijagnostika u klini¢koj praksi ri-
jetko se koristi kao prvi dijagnosticki korak, ve¢ je in-
dicira i definira alergolog u skladu s kompetencijama
koje mora posjedovati, a koje su definirane Preporuka-
ma Svjetske alergoloske organizacije - WAO (od engl.
drustvo za alergologiju klinicku imunologiju (16-18).
Dijagnosticki postupak se nakon uzimanja podataka u
anamnezi i klini¢kog pregleda zapocinje koznim testi-
ranjem kojim se izabiru alergeni za in vitro dijagnosti-
ku (sl 1).

anamneza

provokativni testovi (konjunktivalni test u desnom oku)

in vitro testovi

SL. 1. Algoritam dijagnostickog postupka u alergologiji
76
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Uloga alergologa je u predanalitickoj fazi obratiti po-
zorniost na vrijeme uzorkovanja. Vrijednosti ukupnog
i specificnog IgE (sIgE), te eozinofilnog kationskog
proteina (EKP) u krvi ovise o tome radi li se o preo-
sjetljivosti na cjelogodi$nje ili sezonske alergene. Kod
preosjetljivosti na sezonske alergene, vrijednosti IgE i
EKP vi$e su u vrijeme polinacije (4-6 tjedana nakon
vrhunca polinacije, koncentracije su sIgE maksimalne,
a zatim se smanjuju). Takoder, ne preporuca se odredi-
vati koncentraciju sIgE 6 mjeseci prije sezone, buduci
da je koncentracija sIgE znatno niza (19,20). Kod odre-
divanja sIgE na alergene otrova opnokrilaca ili alerge-
ne lijekova, koncentracije se sIgE izrazito smanjuju s
vremenom (21-23).

Postupnik in vitro dijagnostike u alergijskim bolestima

Otkri¢e imunoglobulina E (IgE) (Ishizaka i Johansson,
1968), omogucilo je razvoj alergoloske laboratorijske
dijagnostike. U Zagrebu se ve¢ 1971. godine odredi-
vao titar IgE u Imunolo$kom laboratoriju Bolnice Sve-
ti Duh (24,25). Danas, odredivanje koncentracije uku-
pnih i alergen-specifiénih IgE protutijela ¢ini osnovu
laboratorijske alergoloske dijagnostike (sl. 2) (26).

Pri tome je, osim standardizacije laboratorijskih po-
stupaka i opreme, kriti¢no vazna standardizacija aler-
genskih ekstrakata. Alergen mora imati definiranu
potentnost in vitro i in vivo, odredenu koncentraciju
odabranih glavnih alergena, a izvor alergena ne smije
biti kontaminiran drugim izvorima. Projektom CRE-
ATE, financiranim od Europske Unije, 2008. godine
predlozen je model razvoja sveobuhvatnog panela me-
dunarodnih referentnih preparata, kojima bi se har-
monizirala alergologka dijagnostika (27). Dokazano je
da su tri rekombinantna alergena rBet v 1, rPhl p5a i
rDer p 2 strukturno identi¢ni prirodnima i izazivaju
izvrstan IgE odgovor, pa mogu biti certificirani refe-
rentni materijal. Druga skupina alergogenih proteina
(rPhl p5b, rOle el, rDer p 1, rDer f 1 i rDer f 2), kandi-
dati su za certificirane referentne alergogene proteine
nakon malih pobolj$anja. Protein rPhl p 1 nije pogo-
dan i ne moze se koristiti kao referentni alergen.

Koncentracija pojedinih inhalacijskih alergena varira
ovisno o dobu godine, kako se vidi i na polenskim kar-
tama (19,20,28) (sl. 3).

1.4. Alergoloska in vitro dijagnostika u Republici
Hrvatskoj

Danas u Republici Hrvatskoj postoji 12 laboratorija
koji se bave in vitro dijagnostikom alergijskih bolesti,
u manjem ili ve¢em obimu (sl. 4).

| Laboratorijska dijagnostika l
I

. Eozinofilni
I Ukupni IgE l granulociti H ECP l
’ UkupnilgEtl | Ne-IgE |
Specificni IgE Bazofilni Triptaza

Histamin

s-IgE na ge
komponente
SL. 2. Laboratorijski dijagnosti¢ki postupak kod alergijskih bo-

lesti (preuzeto iz Dodig S. Laboratorijska dijagnostika alergija.
Pediatr Croat 2012; 56(Supl. 1): 90-6. (26)

I IImIVV VIVIVIHNIX X XIXO
Rim l--;uq- ; I I
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Porto  #epo | ] |
bw i.-.. ‘F— i
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SL 3. Peludna karta cvjetanja stabala i trava u Zagrebu i gra-
dovima Europe

Alergoloska in vitro dijagnostika izvodi se u viSe usta-
nova i gradova, a alergoloskih ambulanti ima znacajno
vi$e u odnosu na 1990. godinu, kada ih je bilo registri-
rano samo 9 u 40 zdravstvenih ustanova (29). Predno-
sti laboratorijskih metoda su manja invazivnost (mini-
malna neugoda za ispitanika i bez rizika od nezeljenih
reakcija) te mogu¢nost da nadopune provokacijske te-
stove ili ih zamijene (u osoba s dermografizmom ili
patoloskim koznim promjenama). Nedostatak tih me-
toda jest nemogucénost testiranja imunoloske reaktibil-
nosti ciljnih organa.

77
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O

SL. 4. Imunoloski labo-
ratoriji i alergoloske
ambulante u gradovi-
ma Hrvatske

imunoloski laboratorij

alergolo§ka ambulanta

Imunoloski laboratoriji: Referentni centar za
klini¢ku alegologiju KB ,,Sv.Duh“, Referentni
centar za alergologiju Djecje bolnice Srebmjak,
Djecja klinika Klai¢eva, KBC Zagreb , KB
Dubrava, KBC ,,Sestre milosrdnice

antigena
— e
Fab
—varijabilna
= ca domena % \aki lanac
ca
Ce3
F
¢ unutarnje disulfidne
SL. 5. Struktura IgE pro- lanac veze
tutijela, prikaz sprijeda L

i bo¢no

mjesto vezanja

2.IMUNOGLOBULIN E

2.1. ObiljeZja imunoglobulina E

Od svih imunoglobulina u krvi, IgE je zastupljen u naj-
manjoj koli¢ini (4,1 ug/kg), buduci da je gotovo sav ve-
zan uz receptor na membrani stanica. Molekula huma-
nog IgE gradena je od Cetiri lanca, dva laka x ili A i dva
teska e (sl. 5). Svaki laki i teski lanac sadrzi dva dijela:
konstantni i varijabilni dio. Funkcionalno gledano, po-
stoje dvije regije IgE: Fab, na koju se veze antigen te

78
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Fc regija, kojom se IgE veze za receptore na membra-
ni mastocita i bazofilnih granulocita (sl. 5) (30). Vezno
mjesto za alergen naziva se paratop, duljine je 2 nm,
dubine i $irine 1 nm. Paratop ukljucuje varijabilne di-
jelove i lakog i teskog lanca (crveno). Oko 15-20 ami-
nokiselina paratopa prepoznaju konformacijsku struk-
turu alergenske molekule (epitop).

Fc regija je dimer s tri domene Ce2, Ce3, Ce4. Tim fra-
gmentom molekula IgE se usidri u membranu stanica
(transmembranski dio), a dijelom ulazi u unutranjost

26/10/15 16:05
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Tablica 1.
Podatci o sintezi i katabolizmu IgE (preuzeto iz Dodig S. Imunokemija, 2014)(30)
Zdravi Alergije Mijelom IgE Hiper-IgE
Cirkulacija 4,1 pg/kg < 117 klU/L stupanj senzitizacije 1,7 g/kg
Sinteza 3,8 pg/kg/dan >20x veca
TV 1,8 dana 4,3 dana 5,1 dan 5,8 dana
Katabolizam intra- i ekstravaskularno ekstravaskularno usporava se

1kIU = 2,4 pg/L, 100 KIU/L = 240 pg/L

stanica (intracelularni dio) koji sluzi kao prijenosnik
signala. IgE je asimetri¢na i pokretljiva molekula za-
hvaljuju¢i asimetri¢no nabranim Ce2 domenama Fc-
fragmenta koje su klju¢ne za senzibilizaciju. IgE se
uglavnom sintetizira u tonzilama, adenoidnom tkivu,
sluznici bronha, gastrointestinalnog trakta i peritone-
uma. Sinteza IgE je sporija, a katabolizam brzi od kata-
bolizma drugih imunoglobulina. Poluzivot slobodnog
IgE u serumu iznosi 1,8 dana, a vezanog na stanice 14
dana. U osoba s pove¢anom serumskom koncentraci-
jom IgE, katabolizam protutijela se smanjuje kako se
smanjuje udio ekstravaskularnog (vezanog na stanice)
IgE (tablica 1) (30). U zdravih osoba katabolizam in-
tra- i ekstravaskularnog IgE jest uravnotezen.

Molekula IgE u svom sastavu sadrzi oko 8,3 % uglji-
kohidrata, koji su odgovorni za kriznu reaktivnost u
reakciji preosjetljivosti na specifi¢ni alergen. Poveana
koncentracija ukupnog i specifi¢nog IgE u bolesnika s
alergijskim bolestima posljedica je imunoloske reakci-
je posredovane limfocitima Th2 fenotipa (Th, od engl.
T helper, pomo¢nicki limfocit T) koji proizvode proa-
lergijske citokine (dominantno IL-4). IgE protutijela u
sindromu hiper-IgE i kod bolesnika s IgE mijelomom
posljedica su poremecaja regulacije sinteze i prolifera-
cije B limfocita.

2.1.1. IgE receptori

Drvije su vrste receptora za IgE; receptori visokog afini-
teta (FceRI), te receptori niskog afiniteta za IgE (FceRII;
CD23). FceR1, graden kao tetramer (lanci afy2), smje-
$ten je na membrani mastocita i bazofila (31). Gustoca
receptora na membrani bazofila korelira s koncentra-
cijom IgE u serumu, a isti su podatci dobiveni in vitro
za mastocite (32). IgE svojim se Fc krajem veze za o
podjedinicu FceRI. Vezanje IgE na receptor dovodi do
unutarstanic¢ne signalizacije aktivno$c¢u kinaza vezanih
uz B i y podjedinice FceRI, ¢ime dolazi do aktivacije
bazofila i mastocita te njihove degranulacije (33).

FceRII (CD23), receptor niskog afiniteta za IgE, smje-
$ten je na membrani B i T limfocita, Langerhanovih
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stanica, makrofaga, monocita, trombocita i eozinofila.
Njegova je ekspresija takoder poja¢ana prisutnos$éu ve-
¢ih koli¢ina IgE u cirkulaciji. CD23 sudjeluje u modu-
laciji diferencijacije B limfocita, aktivacije monocita i
prezentacije antigena, vezuci se za antigen te prelazeci
u citoplazmu stanice (tzv. solubilni, sCD23). Kod bole-
snika s atopijom, poja¢ana je ekspresija CD23 na mem-
brani B limfocita (34-36).

3. DEFINICIJE OSNOVNIH ALERGOLOSKIH
POJMOVA

3.1. Alergen

Alergeni su antigeni proteinskog sastava, inace bezo-
pasne tvari koje induciraju alergijsku reakciju samo u
preosjetljivih ljudi.

3.2. Izvor alergena

Izvor alergena mogu biti razne Cestice, tkiva, hrana ili
organizmi (npr. macja dlaka, D. pteronyssinus, mlijeko,
Aspergillus fumigatus, pelud itd.).

3.3. Alergenski ekstrakt

vy 1

Alergenski ekstrakt je neprocis¢ena smjesa alergenskih
i drugih proteina, polisaharida i lipida, dobivena eks-
trakcijom iz prirodnih izvora, npr. zrna polena.

3.4. Alergenska komponenta

Alergenska komponenta je molekula (protein ili gliko-
protein), identificirana pomocu specifi¢cnog IgE (sIgE)
antitijela. Alergenska komponenta moze se izolirati iz
prirodnog izvora (prirodni, proci§¢eni alergen) ili se
moze proizvesti rekombinantnom DNA tehnologijom

(rekombinantni alergen).
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3.5. Epitop

Epitop je mjesto prepoznavanja i vezanja antitijela na
ciljnu molekulu.

3.6. Kompletni alergen

Kompletni alergeni su nutritivni alergeni rezistentni
na toplinu i probavne enzime, sposobni izazvati senzi-
bilizaciju (primarni alergeni).

3.7. Sastav kompletnog alergena

Kompletni alergen je mjesavina vise proteina od kojih
su mnogi inertni. Trodimenzionalni proteini relevan-
tni su za indukciju sinteze IgE-a.

3.8. Glavni alergen (od engl. major allergen)

Glavni alergen je onaj alergen koji je najce$ée prepo-
znat, tj. senzibilizira veliki broj bolesnika (prepoznaje
ga >50 % IgE protutijela velikog broja seruma).

3.9. Sporedni alergeni (od engl. minor allergens)

Alergeni koje prepozna manje od 50 % IgE protutijela
u velikom broju seruma.

3.10. Inkompletni alergen

Inkompletni alergen izaziva alergijsku reakciju samo
u prethodno senzibiliziranog bolesnika, budu¢i da sa-
mostalno ne moze dovesti do senzibilizacije (sekun-
darni alergen). Organizam je prethodno senzibiliziran
inhalacijskim ili kontaktnim putem nekim strukturno
sli¢nim kompletnim alergenom (krizna reaktivnost).
Inkompletni alergeni neotporni su na toplinu i pro-
bavne enzime.

3.11. Krizna reaktivnost

Krizna reaktivnost posljedica je vezanja specifi¢nih IgE
protutijela na strukturno sli¢ne epitope razli¢itih aler-
gena. Najcesce se radi o kriznoj reaktivnosti izmedu:

a) alergenskih molekula ¢iji su izvor srodne prirodne
vrste (npr. alergeni trava)

b) alergenskih molekula koje pripadaju istoj obitelji
proteina (npr. izmedu alergena Bet v1 polena breze i
alergena Mal d1 jabuke)
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Lol p1
Rod: vrsta broj
Lolium (prvo slovo) proteina

SL. 6. Nomenklatura alergena

3.12. Kosenzibilizacija

Primarna, istodobna senzibilizacija na alergene iz ra-
zli¢itih izvora, koja nije rezultat krizne reaktivnosti.

3.13. Krizno reaktivne ugljikohidratne determinante

Ugljikohidratni dijelovi glikoproteina, visoko krizno
reaktivni sa sIgE protutijelima.

3.14. Nomenklatura alergena

Nomenklatura alergena preporucena je od Odbora za
nomenklaturu Medunarodnog udruzenja imunolos-
kih drustava Svjetske zdravstvene organizacije (WHO/
IUIS, od engl. World Health Organization/Internatio-
nal Union of Immunological Societies). Alergenski pro-
tein dobiven iz alergenskog ekstrakta oznacava se po-
¢etnim slovima roda, prvim slovom vrste i brojem
proteina prema njegovoj ucestalosti izazivanja senzibi-
lizacije, kako je prikazano na primjeru alergena iz eks-
trakta trave Lolium perenne (visegodisnji ljulj) (sl. 6).

Pocetkom 2000. godine pocelo je organizirano priku-
pljanje informacija o svim poznatim alergenskim mo-
lekulama u okviru organizacije Alergome. Od tada do
danas u toj bazi prikupljena je velika koli¢ina podata-
ka, ali i prosireno djelovanje prikupljanjem informaci-
ja 0 izvorima alergena te o organizmima i molekulama
koje se vezu uz IgE bez razvijanja alergijske reakcije.
Baza je prikupila podatke iz 27 371 ¢lanka objavljenog
u stru¢noj i znanstvenoj literaturi.

3.15. Potentnost alergena

Potentnost alergena jest ukupna alergogena aktivnost
proizvedenog ekstrakta. Potentan je onaj alergenski eks-
trakt koji u preosjetljivoj osobi izaziva pozitivnu reak-
ciju u kozi. In vitro se dokazuje sposobnos¢u blokira-
nja specificnog IgE (izrazava se u jedinicama inhibi-
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cije RAST-a). In vivo se dokazuje titracijskim koznim
testovima u skupini osoba preosjetljivih na odredeni
alergen, a izraZava se, ovisno o proizvodacu, bioloskim
jedinicama (BU/mL, od engl. Biologic Unit; AU/mL, od
engl. Allergen Unit).

4. TEMELJNI IN VITRO TESTOVI U
DIJAGNOSTICKOM PROCESU

Odredivanje koncentracije ukupnog (ulgE) i specifi¢-
nih IgE (sIgE) sredi$nji su dijagnosticki testovi u aler-
gologiji. Imunoloski testovi, opéenito, otkrivaju reakci-
ju antigen-antitijelo (Ag-At). S obzirom da je reakcija
antigen-antitijelo visoko specifi¢na, pogodna je za di-
jagnostiku, jer ¢e IgE antitijelo reagirati samo s alerge-
nom koji je izazvao njegovu sintezu. Pokazatelji da se u
laboratorijskom mediju zbila reakcija Ag-At mogu biti
razliciti biljezi koji se vezu za antitijelo. Ako je biljeg
enzim, pokrece se reakcija sa supstratom, ako je biljeg
izotop, mozZe se detektirati radioaktivnost, dok se kod
fluorogenih molekula otkriva fluorescencija. Razli¢iti
imunoloski testovi dobili su ime prema biljegu za do-
kaz reakcije (37).

Napredak u alergoloskoj in vitro dijagnostici je otkri-
vanje krizne reaktivnosti IgE antitijela prema alergen-
skim proteinima (komponentama) alergenskih eks-
trakata iz razli¢itih izvora. Takva dijagnostika, tzv.
komponentna dijagnostika (od engl. component resol-
ved diagnosis) olak$ava odabir specifi¢ne imunoterapi-
je 1 pradenje klini¢kog tijeka bolesti. Osim testova koji
odreduju koncentracije IgE antitijela, u alergoloskom,
dijagnostickom postupku koriste se i testovi koji mjere
koncentraciju biljega eozinofilne aktivacije, kao $to je
eozinofilni kationskog proteina (EKP), glavni bazi¢ni
protein (engl. MBP, Major Basic Protein), eozinofilna
peroksidaza (engl. EPO, Eosinophil Peroxidase), neu-
rotoksin deriviran iz eozinofila (engl. EDA, Eosinophil
Derived Neurotoxin) i eozinofilni protein X (engl. Eo-
sinophil Protein X), koncentraciju IgG4 te triptaze u
plazmi/serumu. Testovi odredivanja aktivacije bazofila

(BAT, od engl. Basophil Activation Test) i koncentracije
histamina i leukotrijena koriste se u posebnim indika-
cijama, a u rutinskoj praksi alergoloske dijagnostike u
Hrvatskoj jo$ nisu zazivjeli (26).

Tako visoka koncentracija alergen specifi¢nih IgE an-
titijela ukazuje na vecu vjerojatnost klinicke reakcije,
neki alergeni uzrokuju pojavu simptoma i pri nizim
koncentracijama sIgE (skladi$ni proteini, lipidni trans-
ferni proteini - LTP).

Specifi¢na IgE senzibilizacija moZe se uspostaviti na
samo jedan ili na vide alergena:

a. Monosenzibilizacija je preosjetljivost na jedan izvor
alergena ili srodne izvore alergena (npr. alergeni gri-
nja)

b. Polisenzibilizacija je preosjetljivost na dva ili vise
izvora alergena

4.1. Odredivanje ukupnih i specificnih IgE protutijela

U krvi bolesnika odreduje se koncentracija ukupnih
i specifi¢cnih IgE protutijela. Povisena koncentracija
ukupnog IgE moze ukazivati na atopijsku etiologiju,
medutim, za potvrdu dijagnoze potrebno je odrediti
razinu specifi¢nih IgE protutijela buduéi da ulgE moze
biti poviSen i u raznim nealergijskim stanjima (37). S
obzirom na to da je koncentracija IgE protutijela krvi
i kod izrazito senzibiliziranih bolesnika niska, a glav-
ni alergeni sadrze velik broj alergenskih komponenti,
imunoloski testovi moraju biti visoko osjetljivi i speci-
fi¢ni, te imati dovoljno velik kapacitet vezanja svih pri-
sutnih IgE protutijela (38) . Kod interpretacije rezultata
testova, u svrhu postavljanja to¢ne dijagnoze, potrebno
je znati domete testova, tj. njihovu dijagnosti¢ku ucin-
kovitost. To osim osjetljivosti i specifi¢nosti, ukljucuje
i pozitivnu te negativnu predvidljivu vrijednost, kako
je prikazano na tablici 2. Titar IgE antitijela izrazava se
u internacionalnim jedinicama po litri (U/L). Testovi
odredivanja IgE kalibriraju se prema WHO IgE stan-
dardu 75/502 (39)..

Tablica 2.

Dijagnosticka djelotvornost odredivanja ukupnog i specificnog IgE

Analit Osjetljivost (%) Specifiénost (%) PPV (%) NPV (%)
ulgE 97,1 93,3 94,5 96,6
Phadiatop, odrasli 70,8 90,7 72,6 89,9
Phadiatop, djeca 65,0 100,0 100,0 93,0
slgE, djeca s astmom” 100,0 96,7 97,3 100,0
EKP, djeca s astmom 97,4 100,0 100,0 96,8

PPV - pozitivna predvidljiva vrijednost; NPV - negativna predvidljiva vrijednost; *djeca preosjetljiva na alergen grinje Dermatophagoides

pteronyssinus

(Preuzeto iz Dodlig S. Knjiga saZetaka sa simpozija HDAKI, Zagreb, 2014)(32)
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Tablica 3.
Vrijednosti ulgE u djecjoj dobi.

Dob/godine <1 1 2 3 4 5 6

8 9 10 11 12 13 14 15 16

ulgE(KUI/L)

20,2 30,4 38,6 57,0 57,2 654 73,0 82,6 76,4 98,4 102,6 104,8 101,4 97,4 97,2 105,2 100,0

(Preuzeto iz Dodlig S. Laboratorijska dijagnostika alergija. Paediatr Croat 2012; 56 (Supl 1): 90-96.)(26)

4.1.1. Ukupni IgE

Najstariji test za odredivanje ukupnog IgE bio je radio-
imunosorbentni test - RIST (od engl. Radio Imuno Sor-
bent Test). Zadnjih 30-ak godina koristi se fluoroen-
zimoimunokemijska metoda, u kojoj se detekcijska
protutijela obiljezavaju enzimom odnosno fluorokro-
mima, a na kraju reakcije mjeri se zavr$na fluorescen-
cija. Normalnom koncentracijom ukupnog IgE sma-
traju se vrijednosti manje od 122 kU/L .

4.1.1.1. Ukupni IgE u djece

Posebnu pozornost potrebno je obratiti vrijednosti-
ma ukupnog IgE u dje¢joj dobi. S rastom djeteta do-
lazi do porasta koncentracije IgE antitijela u krvi (40).
U dojenackoj dobi, koncentracije IgE antitijela izrazito
su niske. Oko 9. godine Zivota poprimaju vrijednosti
koje se u odnosu na odraslu dob znacajnije ne mijenja-
ju (tablica 3) (26). Temeljem odredivanja ukupnog IgE
ne mogu se striktno odijeliti bolesnici s atopijom od
onih bez atopije. Primjerice, oko 5 % djece bez simpto-
ma alergijske bolesti ima ukupni IgE iznad gornje gra-
nice za dob (15). S druge strane, djeca s koncentraci-
jom ukupnog IgE >1000 kU/L, uvijek imaju i pove¢anu
koncentraciju sIgE na neki alergen. Tako visoke kon-
centracije ukupnog IgE naj¢e$¢e imaju bolesnici s ato-
pijskim dermatitisom, astmom, cjelogodi$njim alergij-
skim rinitisom te sezonskim alergijskim dermatitisom
(40). Zrinski Topi¢ i sur. pokazali su da u djece mla-
de od Sest godina, niske vrijednosti ulgE (<10kU/L)
nisu pouzdane za iskljucivanje alergijske senzibilizaci-
je, te je sIgE mnogo bolji pokazatelj (41). Iako povise-

ne vrijednosti ukupnog IgE dobro koreliraju s pojavom
astme, nemaju veliko znacenje u probiru bolesnika s
alergijskim bolestima ili procjeni tezine bolesti. Dodig
i sur. su 2006. godine u Hrvatskoj definirali vrijednosti
ukupnog IgE za djecu i odrasle (15).

4.1.2. Specifi¢ni IgE

Najstarija metoda za odredivanje sIgE je RAST (od
engl. Radio Allergo Sorbent Test). U metodi su kao obi-
ljezivaci koristeni radioaktivni izotopi. Od pocetne
metode nastale su njene pobolj$ane varijante, primje-
nom drugih nosaca (trodimenzionalnih polimera, bio-
¢ipova), standardiziranijih alergenskih ekstrakata i
(enzima i fluorokroma) detekcijskih protutijela (npr.
ImmunoCAP).

Danas se, kao i za ukupni IgE, najé¢e$¢e primjenjuje
metoda na hidrofilnom polimernom nosa¢u - immu-
noCAP za odredivanje specifi¢nih IgE antitijela. Ovom
je metodom moguce odrediti koncentraciju IgE pro-
tutijela specifi¢nih za vise od 500 alergena. Alergeni
su kovalentno vezani na hidrofilni polimerni nosac
uklopljen u kapsulu (Immuno CAP). Alergeni reagi-
raju sa sIgE protutijelima iz seruma bolesnika. Nakon
ispiranja, dodaju se anti-IgE protutijela obiljeZena be-
ta-galaktozidazom. Dodavanjem 4-metilumbileferil-
beta galaktozida, dolazi do pojave fluorescencije koja
je proporcionalna koncentraciji sIgE antitijela u krvi.
U odnosu na celuloznu podlogu, hidrofilni polimerni
nosa¢ moze vezati oko tri puta vise sIgE protutijela (sl.
7) (37).

SL. 7. Nacelo fluoroenzimo-
imunokemijske sendvi¢ meto-
de za odredivanje specificnog
IgE u serumu. 1. Aklergen je
vezan na ¢vrstom polimernom
nosacu te reagira s IgE-om iz
seruma; 2. Nakon ispiranja
dodaje se protutijelo obiljeZe-
no  enzimom/fluorokromom,
3. Dodaje se supstrat enzima;
4. Reakcija se zaustavlja i mje- 1
ri zavr$na fluorescencija
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Koncentracija sIgE protutijela izrazava se razredima
(I-VI) ili koncentracijom sIgE (kIU/L) (tablica 4). Iako
postoji mogu¢nost odredivanja specifi¢ne senzibiliza-
cije prema mjesavini alergena (sezonski inhalacijski
alergeni, alergeni hrane), zbog odredenog broja lazno
pozitivnih i laZno negativnih rezultata, bolju dijagno-
sticku vrijednost ima odredivanje sIgE prema speci-
ficnom alergenu (42). Pozitivna sIgE antitijela prema
mjesavini alergena upucuju na senzibilizaciju na ba-
rem 1 prisutan alergen, dok negativan rezultat ne is-
klju¢uje senzibilizaciju (43-45). Isto tako, pozitivna
sIgE protutijela samostalno ne znace dijagnozu alergij-
ske bolesti, budu¢i da vise od 20 % bolesnika s pozitiv-
nim sIgE protutijelima u krvi nema klini¢ke simpto-
me (46,47). U veéine bolesnika s klini¢ki manifestnom
alergijom sIgE protutijela su pozitivna. Izrazito visoka
koncentracija sIgE povecava vjerojatnost pojave simp-
toma u bolesnika izloZzenog alergenu, iako nije utvrde-
na korelacija izmedu koncentracije sIgE i teZine simp-
toma (48).

Koncentracija sIgE ovisi o uzro¢nom alergenu. Naj-
bolju dijagnosticku vrijednost ima odredivanje sIgE
protutijela na inhalacijske alergene, manju prema

Tablica 4.
Razredi koncentracija specifi¢nih IgE protutijela

Normalne vrijednosti IgE < 122 kU/I —l

Razredi specificnih IgE antitijela (CAP RAST):
1 razred 0,35-0,70 kU/L
1 razred 0,71-3,50 kU/L
Il razred 3,51-17,50 kU/L
IV  razred 17,51-50,0 kU/L
Vv razred 50,1-100 kU/L
VI razred >100 kU/L

Tablica 5.

alergenima hrane, a najmanju prema alergenima be-
ta-laktamskih antibiotika te alergenima otrova opno-
krilaca (26). Primjerice, ¢ak i vrlo niske vrijednosti
sIgE (>0,35 kU/L) na alergene brasna, jaja ili inhalacij-
ske alergene, u djece mlade od 2 godine ukazuju na ri-
zik pojave alergije u kasnijoj dobi, dok sIgE protutijela
na proteine kravljeg mlijeka nisu povezana s kasnijim
komplikacijama niti pri koncentracijama sIgE 0,70-
3,50 kU/L (49). Odredivanje sIgE na nutritivne aler-
gene moze pokazati i lazno nize vrijednosti ako se radi
o labilnim alergenima, dok je za otkrivanje preosjetlji-
vosti na alergen otrova ose potrebna visoko osjetljiva
metoda s granicom detekcije sIgE od 0,10 kU/L (50) .
U procjeni alergije na otrov opnokrilaca treba oprezno
tumaciti rezultate koznog testa i sIgE, naro¢ito ako je
proslo puno vremena od klini¢ke reakcije. Reproduci-
bilnost ponavljanih testova nakon 2 i 6 tjedana od ubo-
da za oba se testa pokazala losom (51).

Tako su manje osjetljivi, testovi mjerenja koncentracije
sIgE imaju vecu specifi¢nost od koznog testa. Nekoli-
ko je situacija u kojima odredivanje sIgE ima prednost
pred koznim testom, a odnose se na bolesnike u kojih
bi kontakt s alergenom mogao izazvati te$ku anafilak-
ticku reakciju, nesuradljive bolesnike, prisutne gene-
ralizirane koZne promjene ili izrazeni dermografizam,
te nemogucnost prekida terapije koja utje¢e na pozi-
tivnost koznog testa (antihistaminici, tricikli¢ki anti-
depresivi, sistemski glukokortikosteroidi) (52-54). U
ostalim se slucajevima dijagnoza mora temeljiti na ko-
relaciji anamneze i fizikalnog statusa, koznih testova i
odredivanja sIgE te eventualnoj primjeni provokacij-
skih testova (55). Najbolji su primjer alergijske reakcije
na hranu, kod kojih s obzirom na dob i vrstu alergena,
postoji tendencija odredivanja grani¢ne koncentracije
sIgE pri kojoj se ocekuje klini¢ka reakcija (tablica 5).
Ipak, oko 50 % bolesnika reagira i kod nizih koncen-
tracija sIgE, stoga anamneza i na njoj temeljena odluka
o provodenju provokacijskih testova, ostaje vrlo vazna
u dijagnostici nutritivne alergije (56).

Granicne vrijednosti sIgE na nutritivne alergene, njihova osjetljivost i specificnost u predvidanju klinicke reakcije.

Alergen Gra”'cl"’l‘d’;ﬁedmgt Osjetljivost Specifiénost PPV % NPV %
Bjelanjak jajeta 7 61 95 98 38
Djeca<2 god 2 95

Milijeko 15 57 94 95 53
Djeca <2 god 5 95

Kikiriki 14 57 100 100 36
Riba 20 25 100 100 89
Soja 30 44 94 73 82
Brasno 26 61 92 74 87

PPV - pozitivna prediktivna vrijednost, NPV - negativna prediktivna vrijednost
(Preuzeto iz Dodig S. Laboratorijska dijagnostika alergija. Paediatr Croat 2012; 56 (Supl 1): 90-96) (26)
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4.2. Preporuka za metodu odredivanja IgE u RH

Vecina imunoloskih laboratorija u Republici Hrvat-
skoj, kao i u drugim zemljama (od srednjoeuropskih
zemalja, laboratoriji u Be¢u, Grazu, Ziirichu, Berlinu),
za in vitro dijagnostiku koriste fluoroenzimoimuno-
kemijsku (FEIA) metodu (ImmunoCAP) (57). Ova se
metodologija smatra zlatnim standardom odredivanja
ukupnog i specificnog IgE (sIgE) (58).

Na temelju dokaza iz literature te preporuka medu-
narodnih udruZenja, a s ciljem harmonizacije in vi-
tro dijagnostike na teritoriju RH, Hrvatsko drustvo za
alergologiju i klinicku imunologiju preporuca da ova
metodologija i nadalje ostane dominantna u laborato-
rijskoj alergologkoj dijagnostici (59).

Naime, studija Lamberta i sur. pokazala je kako je mje-
renje sIgE metodom FEIA (ImmunoCAP) izrazito toc-
na metoda, s ponovljivim rezultatima mjerenja, pouz-
danima u dijagnostici i terapiji alergijskih bolesti (60).
Iako su se na trzi$tu pojavile i druge imunokemijske
metode (kemiluminiscentne imunokemijske metode,
CLIA, primjerice Immulite), istrazivanja su pokazala
da njihovi rezultati nisu usporedivi s rezultatima dobi-
venima metodom FEIA (ImmunoCAP) za sve alergen-
ske ekstrakte. Nekoliko je studija usporedivalo rezulta-
te mjerenja sIgE ImmunoCAP i Immulite metodama
(61,62). Studija Wanga i sur. iz 2008. godine utvrdila je
da mjerenje sIgE na alergene jajeta, mlijeka, kikirikija,
macje dlake, breze te Dermatophagoides farinae meto-
dom CLIA, Immulite pokazuje vece vrijednosti u od-
nosu na metodu FEIA, ImmunoCAP (63). U studiji
Szecsija i sur. iz 2011. godine, metoda CLIA, Immulite
pokazala je 62 % vi$e vrijednosti sIgE na alergene jaje-
ta (f1), breze (t3), macje (el) i pseée dlake (e5), u od-
nosu na FEIA, ImmunoCAP. Jo§ znacajnija razlika do-
bivena je za rekombinantne alergene (Gal d 1, Bet v 1,
Fel d 1 te Can f 1). S druge strane, pri manjim vrijed-
nostima sIgE-a, Immulite u usporedbi s InmunoCAP
metodom pokazuje manji izmjereni rezultat. Takoder,
Immulite pokazuje vece vrijednosti sIgE u odnosu na
ukupni IgE za sva Cetiri alergena (64). Rezultati studija
upucuju na to da dvije metode medusobno ne koreli-
raju. Koncentracije sIgE u djece s alergijom na proteine
jajeta mjerene FEIA metodom dobro koreliraju s kli-
nickom prezentacijom bolesti te bi istodobno uvode-
nje drugih metoda otezalo dijagnostiku i klini¢ku pro-
cjenu bolesnika (65). Metodom FEIA moZe se odrediti
sIgE prema vecem broju alergena (i nativnih i rekom-
binantnih) nego metodom CLIA. Usporede li se te dvi-
je metode za odredivanje koncentracije ukupnog IgE-
a, moze se zaklju¢iti kako je gornja granica linearnosti
mjerenja kod FEIA znacajno veca (5000 kIU/L) nego
kod metode CLIA (2000 kIU/L), $to zahtijeva dodatna
razrjedivanja uzorka da bi se dobio to¢an - kvantitativ-
ni rezultat. To u kona¢nici poskuplje pojedina¢nu ana-
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lizu. Veoma je vazan i podatak o prozonskom uc¢inku
(hook effect) kod ovih dviju metoda, kao uzroku lazno
negativnih rezultata. Proizvodaci reagensa upozorava-
ju da prozonski u¢inak kod metode FEIA nastaje kod
koncentracije ve¢e od 153 000 kIU/L, a kod metode
CLIA prozonski uc¢inak nastaje ve¢ kod koncentraci-
je od 13 000 kIU/L. Opasnost je da se kod potonje me-
tode dobije rezultat unutar referentnih intervala (npr.
< 120 kIU/L), unato¢ izrazito pove¢anoj koncentraciji
ukupnoga IgE (>13 000 kIU/L). Za praksu je takoder
vazno da kod metode FEIA kalibriranje unutar siste-
ma traje 6 mjeseci, dok je kod metode CLIA svakih 14
dana potrebno kalibrirati, §to povecava troskove anali-
ze. Konacno, rezultate navedenih istrazivanja prihvati-
le su brojne krovne institucije, poput National Institu-
te of Allergy and Infectious Diseases (SAD, 2010.) (66),
National Institute for Health and Clinical Excellence
(NICE, Velika Britanija, 2011.) (67), PRACTAL (europ-
ska skupina stru¢njaka za astmu u djece) (68), Ame-
ricka akademija za alergologiju i klini¢ku imunologi-
ju (2008.) (69), Juznoafri¢ko alergolosko drustvo (70).

4.3. Biocip tehnologija

Biocip tehnologija (engl. microarray technology, tehno-
logija na mikropostroju) omogucuje istodobno odre-
divanje sIgE protutijela prema velikom broju alergena,
koriste¢i jednu plocicu s panelom vezanih alergena te
vrlo malu koli¢inu seruma. Moguce je koristiti ekstrak-
te ili komponente alergena, a komercijalno je dostupan
test ISAC (ImmunoCAP Immuno-Solid Phase Allergen
Chip, Phadia). Test se temelji na reakciji alergena (pa-
nel od oko 112 alergena) s IgE protutijelima. Nastalom
kompleksu dodaju se fluoresciraju¢a anti IgE protutije-
la, a intenzitet fluorescencije mjeri se laserski. Rezultati
se izrazavaju ISAC standardiziranim jedinicama (71).
Izmjerene koncentracije sIgE dobivene bio¢ipom do-
bro koreliraju s onima odredivanima ImmunoCAP-
metodom, iako je za male koncentracije sIgE klasi¢ni
menska varijabilnost rezultata dobivenih metodom
ISAC u odnosu na ImmunoCAP. Stoga se metodologi-
ja ISAC ne preporuca u klini¢ckom pracenju bolesnika,
ve¢ u dijagnostici polisenzibiliziranih bolesnika, po-
sebno onih kod kojih se sumnja na kriznu reaktivnost
(72-76).

4.4. Odredivanje specificnih IgG protutijela

Metodologija odredivanja IgG protutijela analogna je
ImmunoCAP-metodi. Temelji se na reakciji IgG antiti-
jela iz seruma pacijenta sa specifi¢nim alergenima ko-
valentno vezanima za podlogu. Nakon ispiranja, doda-
ju se anti-IgG antitijela (ili antitijela specifi¢na za IgG4
podskupinu) te se mjeri aktivnost nastalog kompleksa,
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koja je proporcionalna koncentraciji specifi¢nih IgG
protutijela (37). Alergen specifi¢na IgG antitijela mogu
se pojaviti zbog ekspozicije organizma alergenima iz
okolisa ili kao posljedica specifi¢cne imunoterapije. Po-
jedina su istrazivanja dokazala prisutnost IgG antitije-
la specifi¢nih za neke nutritivne alergene, no njihova
povezanost s alergijom na hranu nije dokazana. Stoga
se navedene testove ne preporuca koristiti u dijagno-
stici reakcija preosjetljivosti na hranu (77). Takoder je
pokazano da za vrijeme i nakon specifi¢ne imunotera-
pije na alergene otrova opnokrilaca, dolazi do porasta
IgG protutijela. Koncentracija IgG protutijela skromno
korelira sa smanjenjem rizika anafilaksije nakon ubo-
da opnokrilca (78). Uloga IgG protutijela nije dokaza-
na za specifi¢nu imunoterapiju drugim vrstama aler-
gena (26).

4.5. Triptaza

Enzim triptaza (neutralna serinska esteraza) u velikim
je koli¢inama pohranjen u sekretornim granulama
mastocita. Oslobada se nakon vezanja IgE protutijela
za receptore na membrani mastocita, zajedno s hista-
minom i ostalim vazoaktivnim medijatorima. Smatra
se biljegom aktivacije mastocita. Iako je poznato neko-
liko oblika ovog enzima (I, Ia, ITIB, T), klini¢ki su naj-
znacajnije a i B triptaza. S obzirom na to da se a trip-
taza spontano luci iz mastocita, odredivanje omjera a
i B triptaze daje klinicki vaznu informaciju o aktivaciji
mastocita pod utjecajem specifinog alergena. Tripta-
za je enzimatski aktivna iskljucivo tvore¢i kompleks s
heparinom. Nakon njihovog razdvajanja, prelazi u mo-
nomerni oblik te gubi enzimatsku aktivnost. Mjerenje
triptaze preporuca se provesti 15 min do 3 sata nakon
anafilakti¢ke reakcije. Ukazuje na ranu fazu alergijske
reakcije. Nakon 12-24 sata, njena se koncentracija u
krvi vra¢a na normalu (sl. 8). Koncentracija a triptaze
povecana je kod bolesnika s mastocitozom. Normalna
koncentracija triptaze iznosi manje od 13 pg/L. Trip-
taza se takoder odreduje fluoroenzimoimunotestom-
ImmunoCAP (79-84).

4.6. Eozinofilni kationski protein

Eozinofilni kationski protein (EKP) bazi¢ni je protein
smjesten u granulama eozinofilnih granulocita, mole-
kularne mase 18,5 - 22 kDa. Porast koncentracije EKP
moguce je detektirati u serumu, nazalnom sekretu i
sputumu tijekom kasne faze alergijske reakcije (6-24
sata nakon ekspozicije alergenu), u kojoj dominantnu
ulogu imaju eozinofili (85-93). EKP takoder se odre-
duje fluoroenzimoimunotestom - ImmunoCAP. EKP,
kao produkt degranulacije eozinofilnih granulocita
ukazuje na akutnu izloZenost alergenu, odnosno in-
tenzitet alergijske upale (sl. 9). Koncentracija EKP >20

% od maksimalnog nivoa
medijatora
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SL. 8. Kretanje koncentracije triptaze i histamina u krvi nakon
provokacije alergenom
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SL 9. Kretanje koncentracije EKP-a u serumu u usporedbi s
vrijednostima PEF-a u kasnoj fazi alergijske reakcije (PEF, od
engl. Peak Expiratory Flow, vrsni protok u ekspiriju)

pg/L ima visoku prediktivnu vrijednost za razvoj as-
tme u male djece, kod koje se za vrijeme respiracijske
infekcije razvije bronhoopstrukcija (4). EKP se moze
koristiti za pracenje uc¢inkovitosti protuupalne terapi-
je alergijskih bolesti (95). Ipak, zbog mnogih je preda-
naliti¢kih interferencija dijagnosti¢ka vrijednost EKP-
a ogranicena (96). Normalne vrijednosti EKP manje su
od 16pg/L.

4.7. Test aktivacije bazofilnih leukocita

Temelj testa aktivacije bazofilnih leukocita (BAT, od
engl.Basophil Activation Test) jest degranulacija, po-
taknuta vezanjem specifi¢nih IgE antitijela za recep-
tore na membrani stanica. Aktivacijom i degranula-
cijom bazofilnih leukocita dolazi do ekspresije CD63
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i CD203c stani¢nih obiljezja na njihovoj membrani.
CD63 molekule smjestene su u lizosomima zajedno s
histaminom, stoga koncentracija histamina korelira s
ekspresijom CD63. Ekspresija CD63 (alternativno CD
203c¢) molekula odreduje se metodom proto¢ne cito-
metrije (97,99). Stupanj aktivacije bazofilnih leukocita
izrazava se na dva nacina: 1) bazofilnom reaktibilno-
$¢u, tj. brojem aktiviranih stanica nakon izlaganja op-
timalnoj koncentraciji alergena, te 2) bazofilnom osjet-
ljivoséu, odnosno koncentracijom alergena pri kojoj je
50 % stanica aktivirano. Kod negativnog je testa akti-
vacije bazofila zabiljezeno oko 10 % non-respondera u
djecjoj te oko 5 % u odrasloj populaciji. Znacdenje testa
aktivacije bazofila za klinickog alergologa sastoji se u
sljede¢em:

1. Pomo¢ u dokazivanju preosjetljivosti na uzro¢ni
alergen

2. Praenje tijeka alergijske bolesti

3. Procjena stupnja teZine alergijske bolesti.

Najcesce koriSteni alergeni u testu aktivacije bazofil-
nih leukocita jesu poleni, otrovi insekata, grinja, neki
alergeni hrane (mlijeko, kikiriki) te neki lijekovi (npr.
rukoronij, kortikosteroidi, beta laktamski antibiotici).
Najvece znacenje BAT- a jest u dijagnostici preosjetlji-
vosti na otrove insekata, u cilju identifikacije klinicki
znacajnog alergena (99,101). Nadalje, BAT se koristi u
dijagnostici alergija na lijekove (beta-laktamske antibi-
otike, kinolone te nesteroidne antireumatike, misi¢ne
relaksanse, kontraste i pirazolone) (102-104). Naro¢i-
to je koristan za lijekove za koje ne postoji drugi spe-
cifiéni test (opijati, albumini, metilprednizolon, anti-
histaminici). Kod alergije na hranu (kikiriki, mlijeko),
koristi se u pracenju uspje$nosti specifiéne imunotera-
pije te procjeni rizika i tezine reakcije, smanjujuéi po-
trebu za izvodenjem oralnih testova provokacije hra-
nom (103,106). U pracenju tijeka alergijske bolesti,
test je koristan u pracenju uspje$nosti anti-IgE terapije
(107), specifi¢ne imunoterapije (105), prirodnog sma-
njenja preosjetljivosti na alergene hrane (108) te pro-
cjeni stupnja tezine alergijske reakcije na alergene ku-
kaca (99,101). Test je koristan u dijagnostici kroni¢ne
urtikarije (109).

6. POSLIJEANALITICKA FAZA

Poslijeanaliticka faza podrazumijeva tumacenje nala-
za za koje je potrebno poznavati referentne vrijednosti,
predanaliti¢ke i analiti¢ke ¢imbenike te patofiziologiju
alergijskih bolesti. Poseban problem je krizna reaktiv-
nost te lazno pozitivni rezultati sIgE, uzrokovani speci-
ficnom reaktivno$éu prema ugljikohidratnim determi-
nantama (110). Problem krizne reaktivnosti rjeSava se
primjenom komponentne alergoloske dijagnostike, dok
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bolesnici s visokim sIgE zbog reaktivnosti prema uglji-
kohidratnim komponentama nemaju klini¢ke simpto-
me (111,112) .Tablica 6 sazeto prikazuje preporuke za
in vitro dijagnostiku s obzirom na vrstu alergena.

7. DIJAGNOSTIKA ALERGENSKIM
EKSTRAKTIMA

Ekstrakti alergena mjesavine su alergena i raznih dru-
gih proteina i polisaharida, dobiveni iz prirodnih izvo-
ra. Sastav proteina u ekstraktu odreduje se tehnikama
razdvajanja proteina u gelu (elektroforeza i srodne teh-
nike (sl. 10).

7.1. Potentnost alergenskog ekstrakta

U ekstraktu alergena nalaze se proteini koji senzibilizi-
raju velik broj seruma bolesnika - glavni ili major aler-
geni, te sporedni (minor) alergeni, prepoznati u manje
od 50 % velikog broja seruma. Potentnost alergenskog
ekstrakta odreduje se in vivo i in vitro. In vivo poten-
tnost alergena izrazava se bioloskim jedinicama (BU/
mL), a odreduje koncentracijom ekstrakta koji izazove
urtiku. In vitro potentnost ekstrakta odreduje se bloka-
dom IgE antitijela specifi¢nih za alergene iz ispitivanog
seruma, a iskazuje stupnjem inhibicije RAST-a.

7.2. Standardizacija alergenskog ekstrakta

Proizvodnja kvalitetnih ekstrakata alergena nuzna je u
dijagnostici i specifi¢noj imunoterapiji alergijskih bo-
lesti. Istrazivanja su pokazala da se kvaliteta ekstrakata
razlikuje medu razli¢itim proizvodac¢ima (120,121). S
obzirom na mogucu varijabilnost ekstrakata alergena,
za pouzdanu dijagnostiku i terapiju, potrebna je nji-
hova standardizacija (122). U postupku standardiza-
cije alergena preporuca se koristiti adekvatan, nekon-
taminirani izvor alergena. Primjerice, pokazano je da
su izvori alergena za D. pteronyssinus prikupljeni u ra-
zli¢itim dijelovima svijeta pokazali razli¢it stupanj IgE
senzibilizacije (123). Danas se za izrazavanje potentno-
sti ekstrakata koristi vi$e razli¢itih jedinica potentnosti
alergenskog ekstrakta (tablica 7).

Kod standardizacije alergena preporuca se odrediti
glavni alergen te izmjeriti njegovu koncentraciju. Re-
akcijom alergena sa sIgE iz velikog broja seruma RAST
inhibicijom naj¢esce se u ekstraktu identificiraju glav-
ni alergeni. Medutim, dio alergena se ne prepozna, a
njihov omjer ostaje nepoznat. Odredivanje koncen-
tracije glavnog alergena u ekstraktu smatra se kljuc-
nim za provodenje supkutane specifi¢ne imunoterapi-
je (125,126) .
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Tablica 6.

Laboratorijska dijagnostika prema vrsti alergena

VRSTA PREPORUKE ZA IN VITRO DIJAGNOSTICKU METODU
ALERGENA

1. sIlgE
¢ slgE na inhalacijske alergene dobro korelira s klinickom slikom (26)
1. INHALACIJSKI e koncentracija slgE najviSa je u sezoni polenacije (19,20)
ALERGENI e preporuca se odredivanje pojedinacnih, a ne grupnih inhalacijskih alergena (42,58)
¢ panel inhalacijskih alergena ima visoku negativnu prediktivnu vrijednost u djece s
bronhoopstrukcijama pa se moze koristiti u odredivanju fenotipa astme (113)
1. slgE
® ne preporuca se odredivanje preosjetljivosti na panele nutritivnih alergena (ISAC) ako za to ne
postoji anamnesti¢ka podloga. Lazno pozitivni rezultati mogu potaknuti uvodenje nepotrebnih
dijetnih restrikcija
e kod bolesnika s orofaringealnim alergijskim sindromom, preporuca se odrediti sIgE na krizno
reaktivne alergene (114)
2. BAT
Kod nekih alergena (npr. kikiriki), BAT moze pridonijeti procjeni tezine alergijske reakcije te uspjesnosti
specificne imunoterapije (105-108)

1. slgE
e testovi sIgE dostupni su za lijekove velike molekulske mase (heterologni antiserum, inzulin,
streptokinaza), a od manjih molekula, za penicilin. Za penicilin je specificnost visoka, a osjetljivost
niska (115-117)
3. LIJEKOVI* 2. BAT
e koristan je u dijagnostici alergije na beta laktamske antibiotike, kinolone te nesteroidne
antireumatike (100-102)
e preporuca se koristiti za lijekove za koje ne postoji sIgE (opijati, albumini, metilprednizolon,
antihistaminici)
1. slgE
e |oSe korelira s klinickom slikom
e u 30 % slucajeva javlja se lazna dvostruka pozitivnost na alergene ose i pcele (118,119)
. RAST inhibicija
. BAT
e BAT moze pridonijeti procjeni tezine reakcije za vrijeme specificne imunoterapije te pomoci u
diferenciranju alergena uzro¢nika u nejasnim slu¢ajevima (99,103,104)

. 1. slgE

1. NUTRITIVNI
ALERGENI

4. OTROVI
OPNOKRILACA*

w N

* Koncentracija slgE izrazito se smanjuje s vremenom proteklim od alergijske reakcije, preporu¢a se odrediti sIgE 2-3 tjedna nakon incidenta,
maksimalno unutar 6 mjeseci (26)
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Tablica 7.

Razlicite jedinice kojima se definira potentnost alergenskog ekstrakta

Mijerna jedinica potentnosti alergena

Definicija mjerne jedinice

Omijer mase sirovine i volumena otapala

g/mL

Proteinsko dusic¢na jedinica (PNU, od engl. protein- nitrogen
unit)

0,01 pg protein-dusika

Jedinica ekvivalentna histaminu u testu ubodom (HEP, od
engl. Histamine Equivalent Prick)

10 HEP odgovaraju koncentraciji alergena koja uzrokuje
urtiku jednake veli¢ine kao 10 mg/mL histamin dihidroklorida
u testu ubodom

Bioloska jedinica (BU, od engl. Biological Unit)

Odgovara 1/1000 HEP u prick testu

Bioekvivalentna alergenska jedinica (BAU, od engl.
Bioequivalent Allergen Unit)

Koncentracija otopine koja uzrokuje eritem sume
ortogonalnih promjera 50 mm u intradermalnom testu

Pripremljeno prema Jeong KJ i sur. Optimization of allergen standardization. Yonsei Med J 2011; 52(3):393-400. (124)

8. DIJAGNOSTIKA ALERGENSKIM
KOMPONENTAMA

Potesko¢e u standardizaciji alergenskih ekstrakata
dovele su do razvoja dijagnostike alergenskim kom-
ponentama, molekularne (MAD, od engl. Molecular
Allergy Diagnosis) ili komponentne (CAD, od engl.
Component Resolved Diagnosis) dijagnostike. Mole-
kularna dijagnostika omogucava odredivanje senzi-
bilizacije bolesnika na molekularnoj razini, a umje-
sto alergenskih ekstrakata koristi pro¢is¢ene alergene
iz prirodnih izvora ili proizvedene rekombinantnom
DNA tehnologijom. Molekularna alergoloska dijagno-
stika u klini¢koj se praksi koristi u posebnim indika-
cijama, definiranima smjernicama Svjetske alergoloske
organizacije (WAO-ARIA-GALEN consensus document
on molecular-based allergy diagnosis, 2013.) (127). Za
in vitro molekularnu dijagnostiku trenutno je dostu-
pno oko 130 proci$éenih ili kloniranih molekula aler-
gena s poznatom trodimenzionalnom strukturom.

Molekularnu dijagnostiku moguce je provesti na sin-
gleplex plocici (plocica za jedan analit), gdje se analizi-
ra jedan alergen te na ploc¢ici koja omogucuje testiranje
velikog broja alergena (multiplex - milijun analita, low-
plex i mid-plex — 10 do 1000 analita po jednom testu)
i dijagnostiku krizne reaktivnosti (bio¢ip, microarray
tehnologija).

8.1. Klinicka primjena molekularne alergoloske
dijagnostike

8.1.1.Krizna reaktivnost

Mnogi su proteini strukturno vrlo sli¢ni, te se prema
strukturi svrstavaju u nekoliko glavnih obitelji (tablica
8), koje su izrazito konzervirane medu razli¢itim pri-
rodnim vrstama. Kod nekih bolesnika, alergen speci-
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fi¢na IgE protutijela zbog strukturne se sli¢nosti epito-
pa vezu na proteine iz razli¢itih izvora alergena, $to se
naziva kriznom reaktivno$¢u (tablica 9).

Molekularna dijagnostika omogucuje razlikovanje pri-
marne senzibilizacije od krizne reaktivnosti te poveca-
va pouzdanost pretrage. Primjer je alergijska reakcija
na kikiriki, kod koje se Ara h 2 smatra primarnom sen-
zibiliziraju¢om molekulom, a Ara h 8 jest biljeg krizne
reaktivnosti izmedu kikirikija i peluda drveéa Fagales
(128,129).

Poseban problem je krizna reaktivnost izmedu inha-
lacijskih i nutritivnih alergena. Krizno su reaktivni in-
kompletni nutritivni alergeni (PR-10 i profilin), pove-
zani s oralnim alergijskim sindromom, dok kompletni
nutritivni alergeni, otporni na toplinu i probavne en-
zime (skladi$ni proteini, lipidni transferni proteini),
mogu dovesti do sistemske reakcije. MAD omogucuje
detekciju primarnog senzibiliziraju¢eg alergena ¢ime
se izbjegavaju nepotrebni testovi oralnog opterece-
nja hranom i dijetne restrikcije te omogucuje isprav-
no propisivanje specifitne imunoterapije (130,131).
Mnogi ekstrakti alergena u svom sastavu sadrze krizno
reaktivne ugljikohidratne determinante. MAD omo-
gucuje odredivanje sIgE na MUXF (tip krizno reaktiv-
nih ugljikohidratnih determinanti) radi iskljuc¢ivanja
klini¢ki beznacajne reaktivnosti na krizno reaktivne
ugljikohidratne determinante glikoziliranih alergena
(132).

8.1.2. Procjena rizika i teZine alergijske reakcije

Procjena rizika i tezine alergijske reakacije, osobito
na nutritivne alergene, jo$ je jedno podruéje primje-
ne molekularne dijagnostike. Hrana sadrzi moleku-
le alergena, od kojih su neke otporne na zagrijavanje i
probavne enzime (kompletni alergeni), dok druge nisu
(inkompletni alergeni). Inkompletni alergeni uzrokuju
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Tablica 8.

Glavne skupine proteina.

Obitelj proteina

Svojstva proteina

Clanovi obitelji

PR-10 proteini (Bet v1 homologni)

neotporni na toplinu

pelud stabala, voce, povrce, orasasti
plodovi

Profilini (Bet v2 homologni)

visoko krizno reaktivni

pelud stabala, trava, korova, voce,
povrce, orasasti plodovi

nsLTP

otporni na toplinu i probavu

voce, povrce, orasasti plodovi, pelud
korova

Skladisni proteini

otporni na toplinu i probavu povezani s
teSkim sistemskim reakcijama

mahunarke, orasasti plodovi, sjemenke,

Tropomiozini

otporni na toplinu

grinje, rakovi, insekti

nsLTP, nespecificni lipidni transferni protein

Tablica 9.

Glavne skupine krizno reaktivnih alergena
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KRIZNA REAKTIVNOST MEDU RAZNIM PROTEINIMA
Pelud -pelud Pelud-biljni NA Biljni NA-biljni NA Pelud-biljni NA- lateks
- Ole e1 homolozi - profilini - skladi$ni proteini - profilin
- polkalcini - PR-10 proteini (homologni |- ns LTP - beta-1,3-glukanaza
- pektat liaza s Bet v1) - TLP - heveinu sli¢ni proteini
- poligalakturonaza - nsLTP

- TLP

Preuredeno prema Luengo i sur. Component resolved diagnosis: When should it be used? Clinical and translational allergy 2014;4:28; NA-
nutritivni alergeni ; TLP, protein sli¢an taumatinu ; nsLTP, nespecifi¢ni lipidni transferni protein (130)

lokalni alergijski odgovor (oralni alergijski sindrom),
dok kompletni alergeni mogu uzrokovati teze sistem-
ske reakcije. Identifikacija alergena na koji je bolesnik
senzibiliziran, poput biomarkera omogucuje predvida-
nje tezine reakcije, savjetovanje bolesnika o izbjegava-
nju alergena te nepotrebnih oralnih provokacijskih te-
stova (133).

Tezina alergijske reakcije na nutritivni alergen ovisi o
tipu senzibilizacije (sL. 11), afinitetu vezanja IgE za aler-
gen, karakteristikama i koli¢ini alergena te prisutno-
sti kofaktora (134). Primjerice, Mal d 1 (PR-10) jabuke,
homologan Bet v 1 alergenu polena breze izaziva samo
oralni alergijski sindrom, dok Mal d 3 (nsLTP, primar-

PORAST RIZIKA SISTEMSKE REAKCIJE

————
S A

labilni proteini stabilni proteini
profilin PR-10 LTP  skladiini proteini

SL 11. Rizik sistemske reakcije na nutritivne alergene ovisan
o vrsti proteina

ni alergen jabuke) moze izazvati teZe reakcije. Ipak, u
literaturi je opisana anafilaksija zbog senzibilizacije na
Mal d1, vjerojatno stoga $to tip reakcije ne ovisi samo
o senzibiliziraju¢em alergenu (135,136).

Pregled alergogenih komponenti nutritivnih alergena
iz istog izvora s razli¢itim potencijalom razvoja teskih
sistemskih reakcija na hranu prikazan je na tablici 10.

8.1.2. Propisivanje specificne imunoterapije uz pomoc
molekularne alergoloske dijagnostike

U vecine bolesnika senzibiliziranih na jedan ili neko-
liko inhalacijskih alergena bez preklapanja polenacij-
skih sezona pravilna se dijagnoza moze postaviti pri-
mjenom ekstrakata alergena. Iako je vec¢ina bolesnika
senzibilizirana na glavne alergene polena (npr. Ole el,
Bet v1), u nekim je regijama glavni senzibilizirajuci
alergen onaj koji se inace smatra sporednim alergenom
(npr. Ole e 7 i Ole e 9). MAD moze pomod¢i identifici-
ranju alergena uzro¢nika senzibilizacije, $to je klju¢no
u prepisivanju SIT, posebice stoga $to su komercijal-
ni ekstrakti standardizirani samo za glavne alergene
(137,138). Sli¢an je primjer alergen Can f 5 iz prostate
psa na koji je senzibilizirano oko 37 % bolesnika, a koji
je u ekstraktu alergena psece dlake slabo zastupljen
(139). Polisenzibilizacija na inhalacijske alergene u Eu-
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Molekule niskog rizika

Ara h 8, profilin, CCD

Profilin, CCD

Profilin, CCD

Profilin, CCD

Prup 1, Mal d 1, profilin, CCD

Tablica 10 .

Alergogene komponente iz istog izvora i rizik sistemskih reakcija
Izvor alergenske molekule Molekule visokog rizika
o kikiriki Arah1,2,3,9
e lieSnjak Corasg,9
e orah Jugr1,2,3
* soja Glym5,6
e voce iz roda Rosaceae Prup 3, Mald 3
e Zitarice Tria14, Tria 19

Profilin, CCD

Preuzeto iz Canonica GW et al. A WAO-ARIA-GA2LEN consensus document on molecular based allergy diagnostics. World Allergy Org J

2013;6:17; CCD- krizno reaktivna ugljikohidratna determinanta 129

ropi vrlo je rasirena. MAD ima ulogu u prepoznavanju
najvaznijeg alergena uzroc¢nika tegoba te prepisivanju
ispravnog ekstrakta alergena za SIT. Klini¢ke su studi-
je pokazale da je SIT jednim inhalacijskim alergenom
kod polisenzibiliziranih bolesnika sigurna i u¢inkovi-
ta, pod uvjetom da se radi o najvaznijim senzibilizi-
raju¢em alergenu (140). MAD se takoder preporuca u
dijagnostici alergija na otrove opnokrilaca u svrhu ot-
klanjanja rizika lazno pozitivnog sIgE zbog krizne re-
aktivnosti prema ugljikohidratnim antigenim determi-
nantama te medusobne krizne reaktivnosti (141).

8.1.3. Molekularna dijagnostika u tretmanu
anafilaksije

Preporuca se MAD provesti u bolesnika sa sumnjom
na anafilaksiju potaknutu razli¢itim kofaktorima. Kod
anafilaksije potaknute vjezbanjem preporuka je odre-
diti sIgE na omega-5-glijadin, a kod anafilaksije uzro-
kovane povréem, oraSastim plodovima i Zitaricama,
narocito u juznoj Europi, sIgE na nespecifi¢ne transfer-
ne proteine i omega-5-glijadin, kao potencijalne kofak-
tore (142). Kod sumnje na anafilaksiju uzrokovanu cr-
venim mesom, preporuca se odrediti sIgE na galaktozu
(a gal) (143). Takoder, smatra se da ISAC bio¢ip tehno-
logija u molekularnoj dijagnostici ima mjesto u obradi
idiopatske anafilaksije (144)..

8.1.4. Molekularna dijagnostika u alergiji na lateks

Kod bolesnika preosjetljivih na lateks, klini¢ki su rele-
vantni alergeni Hev b1, 3, 5 i 6, dok senzibilizacija na
Hev b 8 ne dovodi do simptoma, te nije potrebno izbje-
gavanje materijala koji sadrze lateks. Uloga senzibiliza-
cije na lateks i krizne reaktivnosti na nutritivne alerge-
ne u sindromu lateks-voce nije razjasnjena (145,146).
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8.1.5. Preporuke za primjenu molekularne dijagnostike

U bolesnika kojima se preporu¢a samo simptomatska
terapija, monosenzibiliziranih bolesnika te onih s ja-
snom klinickom slikom MAD ne daje znacajno vise
informacija u odnosu na tradicionalne dijagnosti¢-
ke testove. U suvremenoj su klini¢koj praksi razvije-
nih zemalja mnogo ¢e$¢éi polisenzibilizirani bolesnici
s kompleksnom simptomatologijom te sumnjom na
kriznu reaktivnost. Kod tih se bolesnika preporuca ko-
ristiti molekularnu dijagnostiku. Rutinska primjena
MAD posebice se preporuca u bolesnika preosjetljivih
na viSe inhalacijskih alergena te alergene hrane (uk-
lju¢ujuci razlicite klinicke manifestacije bolesti: OAS,
anafilaksija, astma, ekcem).

ZAKLJUCCI

1. Molekularna dijagnostika alergijskih bolesti najko-
risnija je u odabiru specifi¢ne imunoterapije, pro-
cjeni krizne reaktivnosti te procjeni tezine alergijske
reakcije u bolesnika preosjetljivih na razlicite aler-
gene.

2. Rutinska primjena molekularnih metoda preporuca
se u polisenzibiliziranih bolesnika, bolesnika s neja-
snom klini¢kom slikom ili lo§im odgovorom na pri-
mijenjenu terapiju.

3. Nema jasne koristi od primjene molekularne aler-
gologke dijagnostike u bolesnika koji su senzibilizi-
rani na jedan alergen te imaju jasnu klinicku sliku
(147).

26/10/15 16:05



Acta 2_2015 KB.indd 91

@

A. Stipi¢ Markovi¢, I. Ivkovi¢-Jurekovi¢, S. Dodig, I. Batista, R. Zrinski-Topi¢, M. Barberi¢, I. Topalusic, 7. Bukovec Megla, V. Zizié
Hrvatske smjernice za in vitro dijagnostiku preosjetljivosti posredovane IgE protutijelima
Acta Med Croatica, 69 (2015) 75-96

LITERATURA

1. Cvoriscec B, Sket-Jankovi¢ N, Stipi¢ A, Bati$ta 1. Meto-
de koznog testiranja i kriteriji za procjenu koznih reakcija. U:
Standardizacija dijagnostickih postupaka u alergologiji i klini¢-
koj imunologiji, Zagreb: Zbor lije¢nika Hrvatske, 1983, 36-52.

2. Tre$ctec A, Kolevska T, Cvorid¢ec B i sur. Characterisa-
tion and partial purification of an Croatian national standard
Dermatophagoides pteronyssinus allergen extract. Allergy 1993;
48: 454-9.

3. Kljai¢-Turkalj M, Tres¢ec A, Branovi¢ K i sur. Standar-
dization of in-house reference extract of Ambrosia elatior (short
ragweed pollen) and comparison with the international stan-
dard. Period Biol 1996; 98: 225-30.

4. Stipi¢-Markovi¢ A. Odredivanje bioloske aktivnosti
polena korova Ambrosia elatior metodom titracionog koznog
testa. (magistarski rad). Zagreb: Sveucilidte u Zagrebu; 1987,
str.100.

5. Stipi¢-Markovi¢ A, Sket-Jankovi¢ N, Cvoris¢ec B, Mati-
jevi¢ Lj, Tudman Z, Dekaris D. Reevaluation by biological stan-
dardization of known allergenic potency of a Dactylis glomera-
ta extract. Period Biol 1986; 88: 198-9.

6. Sket-Jankovi¢ N, Stipi¢-Markovi¢ A, Cvoriseec B i
sur. Estimation of the allergenic activitiy of Dactylis glomerata
pollen extract by inhibition of RAST assay. Period Biol 1986; 88:
195-7.

7.  Stipi¢-Markovi¢ A, Sket-Jankovi¢ N, Cvori¢ec B.
Odredivanje potentnosti pripravka alergena Ambrosia elatior
koznim testiranjem i inhibicijom radioalergosorbentnog testa.
Lijec Vjesn 1992; 114: 536.

8. Bousquet J, Heinzerling L, Bachert C i sur. Practical
guide to prick tests in allergy to aeroallergens. Allergy 2012; 67:
18-24.

9. Van Kampen V, de Blay F Folletti I i sur. EAACI posi-
tion paper: skin prick testing in the diagnosis of occupational
type I allergies. Allergy 2013; 68: 580-4.

10. Heinzerling LM, Burbach GJ, Edenharter G i sur.
GA(2)LEN skin test study I: GA(2)LEN harmonization of skin
prick testing: novel sensitization patterns for inhalant allergens
in Europe. Allergy 2009; 64:1498-1506

11. Burbach GJ, Heinzerling LM, Edenharter G i sur.
GA(2)LEN skin test study II: clinical relevance of inhalant aller-
gen sensitizations in Europe. Allergy 2009; 64: 1507-15.

12. Rueff E, Bergmann KC, Brockow K i sur. Skin tests for
diagnostics of allergic immediate-type reactions. Guideline of
the German Society for Allergology and Clinical Immunology.
Pneumologie 2011; 65: 484-95.

13. Zbornik radova Godi$njeg sastanka alergologa i klini¢-
kih imunologa Hrvatske. Handout-i tec¢aja "Vjestina izvodenja
i interpretacije koznog testa za procjenu IgE preosjetljivosti”.
Zagreb, 22-24. studeni 2012.

14. Zbornik radova Godi$njeg sastanka alergologa i klini¢-
kih imunologa Hrvatske s te¢ajevima koZnog testiranja i plu¢ne
funkcije, Zagreb, 28-29. studeni, 2014.

15. Dodig S, Richter D, Benko B i sur. Cut-oft values of
total serum IgE between nonatopic and atopic children in
North-West Croatia. Clin Chem Lab Med 2006; 44: 639-47.

16. Popov TA, Ledford D, Lockey RF i sur. Maintenance
of skills, competencies and performance in alllergy and clinni-
cal immunology:time to lay the foundation for a universal
approach. World Allergy Organ J 2012; 5: 45-51.

17. Kanceljak Macan B. Koje su kompetencije klinickog
alergologa? Zbornik radova simpozija "Bez alergena nema dija-
gnostike i lije¢enja alergijskih bolesti", Zagreb, 2009, str. 29-31

18. Potter PC, Warner JO, Pawankar R, Kaliner MA, Del
Giacco S, Rosewasser L. Recommendations for Competency
in Allergy Training for Undergraduates Qualifying as Medical
Practitioners. A Position Paper of the World Allergy Organizati-
on. WAO ] 2009; 2: 150-4.

19. Di Gioacchino M, Cavallucci E, Di Stefano F i sur.
Influence of total IgE and seasonal increase of eosinophilic cati-
onic protein on bronchial hyperreactivity in asthmatic grass-
sensitized farmers. Allergy 2000; 55: 1030-4.

20. Spehar M, Zovko V, Segulja D, Zrinski Topi¢ R, Dodig
S. Examination of seasonal difference in serum interleukin-17
and interleukin-5 concentrations in ragweed-sensitized chil-
dren. Aerobiologia 2012; 28: 99-105.

21. Ono T, Yoshida M, Nakazono N. Immunologic reacti-
vity on one year follow-up of subjects without allergy to Hyme-
noptera stings. Asian Pac J Allergy Immunol 1997; 15: 81-8.

22. Romano A, Mayorga C, Torres Mj i sur. Immediate
allergic reactions to cephalosporins: cross-reactivity and selecti-
ve responses. ] Allergy Clin Immunol 2000; 106: 1177-83.

23. Goldberg A, Confino-Cohen R. Timing of venom skin
tests and IgE determinations after insect sting anaphylaxis. J
Allergy Clin Immunol 1997; 100: 182-4.

24. Cvoriscec B, Lipozenc¢i¢ ], Stipi¢ Markovi¢ A, Palecek I.
Kronologki osvrt na razvoj alergologije i klini¢cke imunologije u
Hrvatskoj. Acta Med Croatica 2011; 65: 75-85.

25. Sket-Jankovi¢ N, Valinger Z, Tres¢ec A. Imunokemija:
radioimunotest, enzimimunotest i srodne tehnike. U: Dekaris
D, Culo F i sur. (ur.). Klini¢ka imunologija u nas. Zagreb: JAZU,
1990, 98-108.

26. Dodig S. Laboratorijska dijagnostika alergija. Paediatr
Croat 2012; 56 (Suppl 1): 90-6.

27. van Ree R, Chapman MD, Ferreira F i sur. The CREATE
project: development of certified reference materials for allerge-
nic products and validation of methods for their quantificati-
on. Allergy 2008; 63: 310-26.

28. Yman L. Botanical relation and immunological cross-
reactions in polen allergy. 2nd Edition. Uppsala, Sweden: Farma-
cia diagnostics AB, 1982.

29. Cvoris¢ec B, Buneta D, Lipozen¢i¢ J, Kanceljak-Macan
B, Stipi¢ Markovi¢ A. Imunodijagnostic¢ki postupci in vivo. U:
Dekaris D, Culo F i sur. Klinicka imunologija u nas. Zagreb:
JAZU, 1990, 98-108.

30. Dodig S. Imunokemija, Zagreb: Medicinska naklada,
2014.

31. MacGlashan D Jr. IgE receptor and signal transducti-
on in mast cells and basophils. Curr Opin Immunol 2008; 20:
717-23.

32. Rivera J, Fierro NA, Olivera A, Suzuki R. New insights
on mast cell activation via the high affinity receptor for IgE. Adv
Immunol 2008; 98: 85-120.

91

26/10/15 16:05



@

A. Stipi¢ Markovi¢, L. Ivkovi¢-Jurekovi¢, S. Dodig, I. Batista, R. Zrinski-Topi¢, M. Barberic, I. Topalusi¢, 7. Bukovec Megla, V. Zizié
Hrvatske smjernice za in vitro dijagnostiku preosjetljivosti posredovane IgE protutijelima
Acta Med Croatica, 69 (2015) 75-96

33. Gilfillan AM, Rivera J. The tyrosine kinase network
regulating mast cell activation. Immunol Rev 2009; 228: 149-69.

34. Rosenwasser L], Meng J. Anti-CD23. Clin Rev Allergy
Immunol 2005; 29: 61-72.

35. Weskamp G, Ford JW, Sturgill J i sur. ADAMIO is a
principal ‘sheddase’ of the low-affinity immunoglobulin E
receptor CD23. Nat Immunol 2006; 7: 1293-8.

36. Tantisira KG, Silverman ES, Mariani TJ, Xu J, Richter
BG, Klanderman BJ. FCER2: a pharmacogenetic basis for severe
exacerbations in children with asthma. J Allergy Clin Immunol
2007; 120: 1285-91.

37. Batista I, Stipi¢ Markovic A, Cvoriééec B. Dijagnostika
alergijskih bolesti in vitro. Biochem Med 1996, 6: 213-21.

38. Lopata A. Laboratory methods in allergology. Curr All
Clin Imm 2006; 19: 152-4.

39. Johansson SGO, Yman L. In vitro assays for immuno-
globulin E. Clin Rev Allergy 1988; 6: 93-139.

40. Stone KD, Prussin C, Metcalfe DD. IgE, mast cells,
basophils and eosinophils. J Allergy Clin Immunol 2010; 125:
73-80.

41. Zrinski Topi¢ R, Dodig S, Ziv¢i¢ J. Raos M. Allergen
specific immunoglobulin E in children under 6 years old with
total immunoglobulin E below 10 kU/L. Lab Med 2011; 42:
158-60.

42. Johansson SGO. ImmunoCAP. Specific IgE test: an
objective tool for research and routine allergy diagnosis. Expert
Rev Mol Diagn 2004; 4: 273-9.

43. Johansson SGO, Yman L. In vitro assays for immuno-
globulin E. Clin Rev Allergy 1988; 6: 93-139.

44. Merrett ], Merrett TG. RAST atopy screen. Clin Allergy
1978; 8: 235-40.

45. Ownby DR, Anderson JA, Jacobs GL i sur. Development
and comparative evaluation of a multiple-antigen RAST as a
screening test for inhalant allergy. J Allergy Clin Immunol 1984;
73:466-72.

46. Bousquet J, Anto J, Bachert C, Bousquet PJ, Colombo P,
Crameri R. Factors responsible for differences between asymp-
tomatic subjects and patients presenting and IgE sensitization to
allergens: a GA-2LEN project. Allergy 2006; 61: 671-80.

47. Crameri R. The crux with a reliable in vitro and in vivo
diagnosis of allergy. Allergy 2013; 68: 393-4.

48. Matsui EC, Sampson HA, Bahnson HT. Allergy, Aller-
gens and Environmental Exposures. Allergen-Specific IgE as a
Biomarker of Exposure Plus Sensitization in Inner-City Adoles-
cents With Asthma. Allergy 2010; 65: 1414-22.

49. Kotaniemi-Syrjanen A, Reijonen TM, Romppanen J,
Korhonen K, Savolainen K, Korppi M. Allergen-specific immu-
noglobulin E antibodies in wheezing infants: the risk for asthma
in later children. Pediatrics 2003; 111: 255-61.

50. Guerti K, Bridts CH, Stevens W], Ebo DG. Wasp-
venom-specific IgE: Towards a new decision threshold? J Inve-
stig Allergol Clin Immunol 2008; 18: 316-23.

51. Graif Y, Confino-Cohen R, Goldberg A. Reproduci-
bility of skin testing and serum venom specific IgE in Hyme-
noptera venom allergy. Ann Allergy Asthma Immunol 2006; 96:
24-9.

92

Acta 2_2015 KB.indd 92

52. Yunginger JW, Sweeney KG, Sturner WQ 1i sur. Fatal
food-induced anaphylaxis. JAMA 1988; 260: 1450-2.

53. Sampson HA, Mendelsohn L, Rosen JP i sur. Fatal and
near-fatal anaphylactic reactions to food in children and adoles-
cents. N Engl ] Med 1992; 327: 380-4.

54. Bousquet ], Michel F-B. In vitro methods for study of
allergy. Skin tests, techniques and interpretation. In: Middleton
E Jr,Reed CE, Elliis EF, eds. Principles and Practice in Allergy: In
vivo Methods of Study of Allergy. Skin and Mucosal Tests, Tech-
niques and Interpretation. 4th ed. St Louis, MO: Mosby Year
Book; 1993, 573.

55. Motala C. Position statement of Allery Society of South
Africa. Interpretation of specific IgE concentrations and skin-
prick testing in the evaluation of food allergy. Curr Allergy Clin
Immunol 2006; 19: 118.

56. Sampson HA. Utility of food specific IgE concentra-
tions in predicting symptomatic food allergy. J Allergy Clin
Immunol 2001; 107: 891-6.

57. Dodig S, Batista I. Laboratorijska dijagnostika alergija i
sigurnost bolesnika. Medix 2013; 106: 212-16.

58. Wall KM et al. Phadiatop — An atopy test with optimal
allergen composition for most geographical regions. JACI 2014;
133:44.

59. Dodig S. Sto smatramo zlatnim standardom labora-
torijske dijagnostike? Stipi¢ Markovi¢ A, ur. Knjiga sazetaka sa
simpozija. Godisnji sastanak Hrvatskog drustva za alergologiju
i klini¢ku imunologiju s te¢ajevima koznog testa i plu¢ne funk-
cije, Zagreb, 2014.

60. Lambert C, Sarrat A, Bienvenu F i sur. The importance
of EN ISO 15189 accreditation of allergen-specific IgE determi-
nation for reliable in vitro allergy diagnosis. Allergy 2015; 70:
180-6.

61. Hamilton RG, Mudd K, White MA, Wood RA. Extensi-
on of food allergen specific IgE ranges from the InmunoCAP to
the IMMULITE systems. Ann Allergy Asthma Immunol 2011;
107: 139-44.

62. Williams PB, Portnoy J. Comparing specific IgE values
of 2 different assays. Ann Allergy Asthma Immunol 2011; 107:
550.

63. Wang ], Godbold JH, Sampson HA. Correlation of
serum allergy (IgE) tests performed by different assay systems. J
Allergy Clin Immunol 2008; 121: 1219-24.

64. Szecsi PB, Stender S. Comparison of Immunoglobulin
E Measurements on IMMULITE and ImmunoCAP in Samples
Consisting of Allergen-Specific Mouse-Human Chimeric
Monoclonal Antibodies towards Allergen Extracts and Four
Recombinant Allergens. Int Arch Allergy Immunol 2013; 162:
131-4.

65. Ando H, Moverare R, Kondo Y i sur: Utility of
ovomucoid- specific IgE concentrations in predicting sympto-
matic egg allergy. ] Allergy Clin Immunol 2008; 122: 583-8.

66. Guidelines for the Diagnosis and Management of Food
Allergy - NIAID-Sponsored Expert Panel Report; National
Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIH); December
2010

67. www.guidance.nice.org.uk/CG116 guidelines. Food
allergy in children and young people: Diagnosis and assessment
of food allergy in children and young people in primary care
and community settings, 2011

26/10/15 16:05



Acta 2_2015 KB.indd 93

@

A. Stipi¢ Markovi¢, I. Ivkovi¢-Jurekovi¢, S. Dodig, I. Batista, R. Zrinski-Topi¢, M. Barberi¢, I. Topalusic, 7. Bukovec Megla, V. Zizié
Hrvatske smjernice za in vitro dijagnostiku preosjetljivosti posredovane IgE protutijelima
Acta Med Croatica, 69 (2015) 75-96

68. Bernstein L, Li JT, Bernstein DI, Hamilton R, Spec-
tor SL, Tan R. Allergy Diagnostic Testing: An Updated Practi-
ce Parameter. Ann Allergy Asthma Immunol 2008;100 Suppl 3:
1-148.

69. http://www.allergysa.org/ALLSA_Newsletter/2014-
09-01. Inhalant allergy testing in South Africa. A New diagno-
stic Approach.

70. Bacharier LB, Boner A, Carlsen KH i sur. The Europe-
an Pediatric Asthma Group. Diagnosis and treatment of asthma
in childhood: a PRACTAL consensus report. Allergy 2008; 63:
5-34.

71. Hiller R, Laffer S, Harvanegg C i sur. Microarrayed
allergen molecules: diagnostic gatekeeper for allergy treatment.
FASEB ] 2002; 16: 414-16.

72. Melioli G, Bonifazi F, Bonini S i sur. The InmunoCAP
ISAC molecular allergology approach in adult multi-senzitized
Italian patients with respiratory symptoms. Clin Biochem 2011,
44:1005-11.

73. Gadisseur R, Chapelle JP, Cavlier E: A new tool in the
field of in vitro diagnosis of allergy; a preliminary results in the
comparison of ImmunoCAP 250 with the ImnmunoCAP ISAC.
Clin Chem Lab Med 2011; 49: 277-80.

74. Wohrl S, Vigl K, Zehetmayer S i sur. The preformance
of a component-based allergen microarray in clinical practice.
Allergy 2006; 61: 633-9.

75. Cabrera Freitag P, Gokikoetxxea MJ, Gamboa PM,
Martinez Aranguren R, Beorlegui C, Fernandez J. A study of the
variability of the in vitro component based microarray ISAC
CDR 103 technique. J Invest Allergol Clin Immunol 2011; 21:
414-15.

76. Twaroch T. Carrier bound Alt a 1 peptides without
allergenic activity for vaccination against Alternaria alternata
allergy. Clin Exp All 2012; 42: 966-97.

77. Duff Hogan A, Schwartz LB. Markers of mast cell
degranulation. Methods 1997; 13: 43-52.

78. Lin RY, Schwartz LB, Curry A i sur. Histamine and
tryptase levels in patients with acute allergic reactions: an
emergency department-based study. J Allergy Clin Immunol
2000;106: 65-71.

79. Foster B, Schwartz LB, Devouassoux G i sur. Characte-
rization of mast-cell tryptase-expressing peripheral blood cells
as basophils. J Allergy Clin Immunol 2002; 109: 287-93.

80. Schwartz LB, Yunginger JW, Miller J i sur. Time course
of appearance and disappearance of human mast cell tryptase in
the circulation after anaphylaxis. J Clin Invest 1989; 83: 1551-55.

81. Schwartz LB, Sakai K, Bradford TR i sur. The alpha form
of human tryptase is the predominant type present in blood at
baseline in normal subjects and is elevated in those with syste-
mic mastocytosis. ] Clin Invest 1995; 96: 2702-10.

82. Jogie-Brahim S, Min HK, Fukuoka Y i sur. Expressi-
on of alpha-tryptase and beta-tryptase by human basophils. |
Allergy Clin Immunol 2004; 113: 1086-92.

83. Mogbel R, Barkaus J, Bradley BL i sur. Application of
monoclonal antibodies against major basic protein (MBK-13)
and eosinophil cationic protein (EG1 and EG2) for quantifying
eosinophils in bronchial biopsies from atopic asthma. Clin Exp
Allergy 1992; 22: 265-73.

84. Zweiman B, Atkins PC, Moskovitz A i sur. Cellular
inflammatory responses during immediate, developing, and
established late-phase allergic cutaneous reactions: effects of
cetirizine. ] Allergy Clin Immunol 1997; 100: 341-7.

85. Jordan TR, Rasp G, Pfrogner E i sur. An approach of
immunoneurological aspects in nasal allergic late phase. Allergy
Asthma Proc 2005; 26: 382-90.

86. Ronchi MC, Piragino C, Rosi E i sur. Do sputum eosi-
nophils and ECP relate to the severity of asthma? Eur Respir |
1997; 10: 1809-13.

87. Shields MD, Brown V, Stevenson EC i sur. Serum eosi-
nophilic cationic protein and blood eosinophil counts for the
prediction of the presence of airways inflammation in children
with wheezing. Clin Exp Allergy 1999; 29: 1382-9.

88. Ferguson AC, Vaughan R, Brown H i sur. Evaluation of
serum eosinophilic cationic protein as a marker of disease acti-
vity in chronic asthma. J Allergy Clin Immunol 1995; 95: 23-8.

89. Joseph-Bowen J, de Klerk N, Holt PG i sur. Relati-
onship of asthma, atopy and bronchial responsiveness to serum
eosinophil cationic proteins in early childhood. J Allergy Clin
Immunol 2004; 114: 1040-5.

90. Koh YY, Kang H, Kim CK. Ratio of serum eosinophil
cationic protein/blood eosinophil counts in children with asth-
ma: comparison between acute exacerbation and clinical remi-
ssion. Allergy Asthma Proc 2003; 24: 269-74.

91. Yu ], YooY, Kim do K i sur. Bronchial responsiveness
and serum eosinophil cationic protein levels in preschool chil-
dren with recurrent wheezing. Ann Allergy Asthma Immunol
2005; 94: 686-92.

92. Hyvirinen MK, Kotaniemi-Syrjinen A, Reijonen TM,
Piippo-Savolainen E, Korppi M. Eosinophil activity in infants
hospitalized for wheezing and risk of persistent childhood asth-
ma. Pediatr Allergy Immunol 2010; 21: 96-103.

93. Dodig S. Current laboratory diagnosis of allergy. Rad
Medical Sciences 2008; 32: 117-28.

94. Zrinski Topi¢ R, Dodig S. ECP - current concepts and
controversies. Biochem Med 2011;21: 111-21.

95. Hausmann OV, Gentinetta T, Bridts CH, Ebo DG. The
basophil activation test in immediate-type drug allergy. Immu-
nol Allergy Clin North Am 2009; 29: 555-66.

96. Glaumann S, Nopp A, Johansson SGO, Borres MP, Nils-
son C. Oral peanut challenge identifies an allergy but the peanut
allergen threshold sensitivity is not reproducible. PloS One
2013; 8: €53465.

97. Hoffmann HJ, Frandsen PM, Christensen LH, Schiotz
PO, Dahl R. Cultured Human Mast Cells Are Heterogeneous for
Expression of the High-Affinity IgE Receptor FceRI. Int Arch
Allergy Immunol 2012;157: 246-50.

98. Dodig S. Interferences in quantitative immunochemi-
cal methods. Biochem Med 2009; 19: 50-62.

99. Korosec P, Erzen R, Silar M, Bajrovic N, Kopac P,
Kosnik M. Basophil responsiveness in patients with insect sting
allergies and negative venom-specific immunoglobulin E and
skin prick test results. Clin Exp Allergy 2009; 39: 1730-7.

100. Eberlein B, Krischan L, Darsow U, Ollert M, Ring.
Double positivity to bee and wasp venom: improved diagno-
stic procedure by recombinant allergen-based IgE testing and
basophil activation test including data about cross-reactive

93

26/10/15 16:05



@

A. Stipi¢ Markovi¢, L. Ivkovi¢-Jurekovi¢, S. Dodig, I. Batista, R. Zrinski-Topi¢, M. Barberic, I. Topalusi¢, 7. Bukovec Megla, V. Zizié
Hrvatske smjernice za in vitro dijagnostiku preosjetljivosti posredovane IgE protutijelima
Acta Med Croatica, 69 (2015) 75-96

carbohydrate determinants. J Allergy Clin Immunol 2012; 130:
155-61.

101. ErzenR,KosnikM,Silar M,Koro$ec P.Basophil respon-
se and the induction of a tolerance in venom immunotherapy: a
long-term sting challenge study. Allergy 2012; 67: 822-30.

102. Gamboa P, Sanz ML, Caballero MR i sur. The flow-
cytometric determination of basophil activation induced
by aspirin and other nonsteroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs) is useful for in vitro diagnosis of the NSAID hyper-
sensitivity syndrome. Clin Exp Allergy 2004; 34: 1448-57.

103. Sanz ML, Gamboa PM, Antepara I i sur. Flow cytome-
tric basophil activation test by detection of CD63 expression in
patients with immediate-type reactions to betalactam antibio-
tics. Clin Exp Allergy 2002; 32: 277-86.

104. Torres MJ, Padial A, Mayorga C i sur. The diagnostic
interpretation of basophil activation test in immediate allergic
reactions to betalactams. Clin Exp Allergy 2004; 34: 1768 -75.

105. Zidarn M, Ko$nik M, Silar M, Bajrovi¢ N, Korosec P.
Sustained effect of grass pollen subcutaneous immunotherapy
on suppression of allergen-specific basophil response; a real-life,
nonrandomized controlled study. Allergy 2015; 70: 547-55.

106. Santos AF, Du Toit G, Douiri A i sur. Distinct parame-
ters of the basophil activation test reflect the severity and thre-
shold of allergic reactions to peanut. J Allergy Clin Immunol
20155 135: 179-86.

107. Nopp A, Johansson SGO, Ankerst ] i sur. Basophil
allergen threshold sensitivity: a useful approach to anti-IgE
treatment efficacy evaluation. Allergy 2006; 61: 298-302.

108. Wanich N, Nowak-Wegrzyn A, Sampson HA, Shre-
fller WG. Allergen-specific basophil suppression associa-
ted with clinical tolerance in patients with milk allergy. ] Allergy
Clin Immunol 2009; 123: 789-94.

109. Kang MG, Song WJ, Park HK. Basophil Activation
Test with Food Additives in Chronic Urticaria Patients. Clin
Nutr Res 2014; 3: 9-16.

110. Nicolaou N, Custovic A. Molecular diagnosis of
peanut and legume allergy. Curr Opin Allergy Clin Immunol
2011; 11:222-8.

111. Voskresensky Baric¢i¢ T, Dodig S. Birch pollen associa-
ted peanut allergies in children. Aerobiologia 2013; 29: 85-93.

112. Akkerdaas JH, Wensing M, Knulst AC i sur. How
accurate and safe is the diagnosis of hazelnut allergy by means
of commercial skin prick test reagents? Int Arch Allergy Immu-
nol 2003; 132: 132-40.

113. Fiocchi A, Besana R, Ryden AC i sur. Differential
diagnosis of IgE mediated allergy in young children with whee-
zing or eczema symptoms using a single blood test. Ann Allergy
Asthma Immunol 2004; 93: 328-33.

114. Sampson HA, Aceves S, Bock SA i sur. Food allergy: A
practice parameter update—2014. ] Allergy Clin Immunol 2014;
134:1016-25.

115. Blanca M, Mayorga C, Torres MJ i sur. Clinical evalu-
ation of Pharmacia CAP System RAST FEIA amoxicilloyl and
benzylpenicilloyl in patients with penicillin allergy. Allergy
2001; 56: 862-70.

116. Fontaine C, Mayorga C, Bousquet PJ i sur. Relevan-
ce of the determination of serum-specific IgE antibodies in the

94

Acta 2_2015 KB.indd 94

diagnosis of immediate beta-lactam allergy. Allergy 2007; 62:
47-52.

117. Bernstein 1D, Blessing—Moore J, Cox L, Lang MD;
Nicklas RA. Drug Allergy: An Updated Practice Parameter. Ann
Allergy Asthma Immunol 2010; 105: 73e1-e78.

118. Egner W, Ward C, Brown DL, Ewan PW. The frequ-
ency and clinical significance of specific IgE to both wasp
(Vespula) and honey-bee (Apis) venoms in the same patient.
Clin Exp Allergy 1998; 28: 26-34.

119. Jappe U, Raulf-Heimsoth M, Hoffmann M, Burow G,
Hubsch-Muller C, Enk A. In vitro hymenoptera venom allergy
diagnosis: improved by screening for cross-reactive carbohydra-
te determinants and reciprocal inhibition. Allergy 2006; 61:
1220-9.

120. Curin M, Reininger R, Swoboda I, Focke M, Valenta
R, Spitzauer S. Skin prick test extracts for dog allergy diagno-
sis show considerable variations regarding the content of major
and minor dog allergens. Int Arch Allergy Immunol 2011; 154:
258-63.

121. Morrow KS§, Slater JE. Regulatory aspects of allergen
vaccines in the US. Clin Rev Allergy Immunol 2001; 21: 141-52.

122. Burazer L, Milovanovic K, Milovanovic M, Vucko-
vic O, Velickovic TC, Gavrovic-Jankulovic M. Impact of
Dermatophagoides pteronyssinus mite body raw material on
house dust mite allergy diagnosis in a Serbian population. Med
Vet Entomol 2011; 25: 77-83.

123. May JC, Sih JT, Miller JR, Seligmann EB Jr. Optimiza-
tion of parameters in protein nitrogen unit precipitation proce-
dure for allergenic extracts. ] Allergy Clin Immunol 1979; 63:
87-97.

124. Yeong KJ, Hong SC, Lee JS, Won Park J. Optimization
of allergen standardization. Yonsei Med J 2011; 52: 393-400.

125. Turkeltaub PC, Rastogi SC, Baer H, Anderson MC,
Norman PS. A standardized quantitative skin-test assay of aller-
gen potency and stability: studies on the allergen dose-respon-
se curve and effect of wheal, erythema, and patient selection on
assay results. ] Allergy Clin Immunol 1982; 70: 343-52.

126. Ibarrola I, Sanz ML, Gamboa PM i sur. Biological
characterization of glutaraldehyde-modified Parietaria judaica
pollen extracts. Clin Exp Allergy 2004; 34: 303-9.

127. Kaul S, Littkopf D, Kastner B i sur. Mediator release
assays based on human or murine immunoglobulin E in aller-
gen standardization. Clin Exp Allergy 2007; 37: 141-50.

128. Ferreira F, Briza P, Infithr D i sur. Modified recombi-
nant allergens for safer immunotherapy. Inflamm Allergy Drug
Targets 2006; 5: 5-14.

129. Canonica GW, Ansotegui IJ, Pavenkar R i sur. A
WAO-ARIA- GA2LEN consensus document on molecular
based allergy diagnostics. World Allergy Org J 2013; 6: 1-17.

130. Luengo O, Cardona V. Component resolved diagnosis.
When should it be used?Clinical and translational allergy 2014;
4:28-37.

131. Sastre J. Molecular diagnosis in allergy. Clin Exp
Allergy 2010; 40: 1442-60.

132. Asarnoj A, Nilsson C, Lidholm ] i sur. Peanut compo-
nent Ara h 8 sensitization and tolerance to peanut . J Allergy
Clin Immunol 2012; 130: 468-72.

26/10/15 16:05



Acta 2_2015 KB.indd 95

@

A. Stipi¢ Markovi¢, I. Ivkovi¢-Jurekovi¢, S. Dodig, I. Batista, R. Zrinski-Topi¢, M. Barberi¢, I. Topalusic, 7. Bukovec Megla, V. Zizié
Hrvatske smjernice za in vitro dijagnostiku preosjetljivosti posredovane IgE protutijelima
Acta Med Croatica, 69 (2015) 75-96

133. Katelaris CH. Food allergy and oral allergy syndrome.
Curr Opin Allergy Immunol 2010; 10: 246-51.

134. Ebo DG, Hagendorens MM, Bridts CH, De Clerck
LS, Stevens WJ. Senzitization to croos reactive carbohydrate
determinants and the ubiquitous protein profilin: Mimickers of
allergy. Clin Exp Allergy 2004; 34: 137-44.

135. Wolbing F, Biedermann T. Anaphylaxis: Opportu-
nities of stratified medicine for diagnosis and risk assessment.
Allergy 2013; 68: 1499-1508.

136. Asero R, Pravettoni V, Anaphylaxis to plant foods and
pollen allergens in patients with lipid transfer protein syndro-
me. Curr Opin Allergy Clin Immunol 2013; 13: 379-85.

137. Roseler S, Balakirski G, Plange J i sur. Anaphylaxis to
PR-10 proteins (Bet v1 homologues). Hautarzt 2013; 64: 890-2.

138. Barber D, De La Torre F, Feo F i sur. Understanding
patient sensitization profiles in complex pollen areas: a molecu-
lar epidemiological study. Allergy 2008; 63: 1550-8.

139. Barber D, De La Torre F, Feo F i sur. Degree of olive
pollen exposure and sensitization patterns. Clinical implicati-
ons. ] Invest Allergol Clin Imunol 2007; 17: 11-16.

140. Curin M, Reininger R, Swoboda I, Focke M, Valenta R,
Spitzauer S: Skin prick test extracts for dog allergy show consi-
derable variations regarding the contenr of major and minor
dog allergens. Int Arch Allergy Immunol 2011; 154: 258-63.

141. Calderon MA, Cox L, Casale TB, Moingeon P, Demoly
P. Multiple allergen and single allergen immunotherapy strategi-
es in polysensitized patients: looking at the published evidence.
J Allergy Clin Immunol 2012; 129: 929-34.

142. Miller U, Schmidt Grendelmeier P, Hausmann O,
Helbling A. IgE to recombinant allergens Api m1, Ves v1, Vesv
5 distinguish double sensitization from cross reaction in venom
allergy. Allergy 2012; 67: 1069-73.

143. Cardona V, Luengo O, Garriga T, Labrador Horrillo
M, Sala Cunil A, Izquierdo A. Co factor enhanced food allergy.
Allergy 2012; 67: 1316-18.

144. Tripathi A, Commins SP, Heymann PW, Platts Mills
TA. Delayed anaphylaxis to red meat masquerading as idiopat-
hic anaphylaxis. ] Allergy Clin Immunol Pract 2014; 2: 259-65.

145. Heaps A, Carter S, Selwood C, Moody M, Unsworth J,
Deacock S. The utility of the ISAC Allergen Array in the investi-
gation of idiopathic anaphylaxis. Clin Exp Immunol 2014; 177:
483-90.

146. Ott H, Schroder C, Raulf Heinsoth M i sur. Micro-
arrays of recombinant Hevea brasiliensis proteins: a novel tool
for the component resolved diagnosis of natural rubber latex
allergy. J Invest Allergol Clin Immunol 2010; 20: 129-38.

147. Sanchez-Monge R, Blanco C, Lopez-Torrejon G i sur.
Differential allergen senzitisation patterns in chestnut allergy
with or without associated latex fruit syndrome. J Allergy Clin
Immunol 2006; 118: 705-15.

SUMMARY

CROATIAN GUIDELINES FOR IN VITRO DIAGNOSIS OF Igg MEDIATED
HYPERSENSITIVITY

A. STIPIC MARKOVIG, I. IVKOVIC-JUREKOVIC!, S. DODIG? I. BATISTA3, R. ZRINSKI-TOPIC?,
M. BARBERIC?, 1. TOPALUSIC, Z. BUKOVEC MEGLA* and V. ZIZIC?

Sveti Duh University Hospital, Department of Clinical Immunology, Pulmonology and Rheumatology,
Referral Center for Clinical Allergology, 'Zagreb Children’s Hospital, Department of Clinical Immunology,
Allergology, Pulmonology and Rheumatology, *Srebrnjak Children’s Hospital, Department of Clinical and

Laboratory Diagnosis, Referral Center for Clinical Allergology in Childhood, 3Sveti Duh University Hospital,
Laboratory of Immunology, *Sestre milosrdnice University Hospital Center, Clinical Department of Oncology
and Nuclear Medicine, Laboratory of Endocrinology and *Zagreb Children’s Hospital,
Department of Laboratory Diagnosis, Zagreb, Croatia

In vitro diagnostic procedure in allergology includes determination of serum levels of total and allergen specific IgE antibodies,
allergen specific 1gG antibodies, plasma tryptase, eosinophil cationic protein (ECP) and basophil activation test (BAT). In vitro
tests should be used according to clinical history, physical examination, and in vivo methods for allergy testing. Clinical relevance
of elevated total IgE in allergy diagnosis is modest, since it can be caused by other conditions. Elevated serum levels of aller-
gen specific IgE antibodies, together with positive medical history, are indicative of clinically relevant allergy. A recommended
laboratory method for total and specific IgE concentration measurement is the sandwich-type fluoroimmunoassay ImmunoCAP,
considered as an ideal immunoassay. Serum levels of allergen specific IgG antibodies have no proved clinical relevance in food
allergy diagnosis. They can be useful to monitor venom immunotherapy success, as well as to estimate the risk of venom induced
anaphylaxis. Elevated plasma tryptase (subtype f) level is an indication of mast cell activation caused by specific allergen. It
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should be obtained within 4 hours after an anaphylactic episode. Elevated level of ECP can be detected in patient blood during
late phase of allergic reaction. It can be used to monitor patients with chronic allergenic and inflammatory conditions in which eo-
sinophils play a central role. BAT includes measurement of CD 63 (cluster of differentiation) and CD 203 antigens of the molecular
surface by flow cytometry. It is useful in the diagnosis of venom, food and drug allergy, estimation of severity of allergic disease
and natural tolerance to allergens. In vitro tests based on allergen extracts can be used for in vitro diagnosis in monosensitized
patients with clear medical history and symptomatic treatment. Molecular allergy diagnosis should be performed in special clini-
cal indications such as diagnosis of cross reactivity, prescription of specific immunotherapy (especially in polysensitized patients
with complex symptoms), diagnosis of idiopathic or cofactor induced anaphylaxis, latex allergy, and assessment of the risk of
allergic reaction to specific allergen.

Key words: IgE, plasma tryptase, eosinophil cationic protein, basophil activation test, molecular allergy diagnosis
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TROMBOPROFILAKSA U BOLESNIKA S NEVALVULARNOM
ATRIJSKOM FIBRILACIJOM HOSPITALIZIRANIH U KLINICKOM
BOLNICKOM CENTRU SPLIT ZBOG ISHEMIJSKOG MOZDANOG

INFARKTA U ODNOSU NA TROMBOEMBOLIJSKI RIZIK I
RIZIK KRVARENJA

IVANA CVITKOVIC, IVONA BOZIC!,VEDRAN CAREVIC? KRESIMIR CALJKUSIC?}, ANTON MAROVIC?,
IVO LUSIC?i DAMIR FABIJANIC?

Privatna kardioloska ordinacija "dr Rakic", Split, Klinicki bolnicki centar Split, 'Klinika za unutarnje bolesti,
2Zavod za bolesti srca i krvnih Zila i * Klinika za neurologiju, Split, Hrvatska

Cilj rada bio je procijeniti uskladenost propisivanja tromboprofilakse u bolesnika s nevalvularnom atrijskom fibrilacijom (nAF)
prigodom prijma na lije€enje zbog ishemijskog mozdanog infarkta sa smjernicama Europskog kardioloSkog drustva za trom-
boprofilaksu u bolesnika s nAF. U presje€no retrospektivno istrazivanje je uklju¢eno 327 bolesnika [143 (44 %) musSkaraca] s nAF,
lijeCenih zbog ishemijskog mozdanog infarkta. Tromboembolijski (TE) rizik procijenjen je sustavom CHA,DS,-VASc, a rizik krva-
renja sustavom HAS-BLED. Prije dozZivljenog ishemijskog mozdanog infarkta 98,2 % bolesnika pripadalo je skupini velikog trom-
boembolijskog rizika. Od tog broja tromboprofilaksu je primjenjivalo samo 179 (55 %) bolesnika: 65,5 % bolesnika primjenjivalo
je acetilsalicilnu kiselinu, 30,5 % varfarin, a 4 % klopidogrel. Raniji tromboembolijski incident nezavisno je korelirao s primjenom
(OR 2,5; 95% ClI 1,4-4,5; p=0,003), a neregulirana arterijska hipertenzija s neprimjenjivanjem (OR 0,47; 95% CI 0,25-0,88; p=0,019)
varfarina. Od 55 bolesnika koji su ishemijski mozdani infarkt dozZivjeli unato¢ primjeni varfarina, u 83,7 % bolesnika vrijednosti
protrombinskog indeksa prilikom prijama su bile nize od terapijskih.

Autori zaklju€uju da tromboprofilaksa u bolesnika s nAF hospitaliziranih zbog ishemijskog mozdanog infarkta nije bila sukladna
njihovom tromboembolijskom riziku i trenutnim smjernicama Europskog kardiolo$kog drustva.

Kiljuéne rijeci: ishemijski mozdani infarkt, atrijska fibrilacija, tromboprofilaksa
Adresa za dopisivanje:  Prof. dr. sc. Damir Fabijani¢, dr. med.
Zavod za bolesti srca i krvnih zZila
KBC Split
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21 000 Split, Hrvatska
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UVOD

Nevalvularna atrijska fibrilacija (nAF) se kao trajni sr-
¢ani ritam nalazi u oko 1-2 % opce populacije (1,2).
Povezana je sa znacajno ve¢om ucestalo$¢u trombo-
embolijskih incidenata, ¢e$¢im hospitalizacijama, sma-
njenom kvalitetom Zivota i ve¢om smrtno$c¢u (1,2). Is-
hemijski mozdani infarkti su u bolesnika s nAF 5-7
puta ¢e$¢i nego u bolesnika u sinusnom ritmu (3). U
odnosu na ishemijske mozdane infarkte u bolesnika
bez nFA, obiljezeni su znacajno tezim klinickim tije-
kom, vecom tjelesnom onesposobljenos¢u i ¢es¢im
smrtnim ishodom (3).

Trajna primjena antikoagulansa smanjuje godis$nji re-
lativni rizik tromboembolijskih dogadaja u bolesnika
s nAF za 60-85 % (4,5). Istodobno, primjena antikoa-
gulansa u dijelu bolesnika rezultira nezeljenim ucinci-
ma, napose potencijalno smrtonosnim mozdanim kr-
varenjem. Stoga su, u cilju $to to¢nijeg prepoznavanja
povisenog tromboembolijskog rizika s jedne i rizika
krvarenja s druge strane, na znanstveno utemeljenim
dokazima, preporucena dva sustava vrjednovanja na-
vedenih rizika: sustav procjene tromboembolijskog ri-
zika CHA DS -VASc (od engl. Congestive heart failure,
Hypertension, Age >75, Diabetes mellitus, Stroke, Vas-
cular disease, Age 65-74, Sex category) i sustav procje-
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ne rizika krvarenja HAS-BLED (od engl. Hypertensi-
on, Abnormal liver and renal function, Stroke, Bleeding,
Labile INR, Drugs or alcohol) (6-8). Oba su sustava dio
smjernica za postupanje s bolesnicima s AF izdanih od
Europskog kardioloskog drustva u listopadu 2010. go-
dine (6). Uvazavajuci dvije osnovne suprotnosti - tezi-
nu tromboembolijskog rizika i opasnost od krvarenja
uzrokovanog lijekovima - u tim su smjernicama izne-
seni jasni kriteriji za primjenu tromboprofilakse u bo-
lesnika s nAE

Cilj istrazivanja bio je procijeniti uskladenost primje-
ne tromboprofilakse u bolesnika s nAF prije dozivlje-
nog ishemijskog tromboembolijskog mozdanog infar-
kta sa smjernicama Europskog kardioloskog drustva za
tromboprofilaksu u bolesnika s nAF.

ISPITANICI I POSTUPCI

Ispitanici

U istrazivanje su ukljuceni bolesnici s nAF hospitalizi-
rani zbog ishemijskog mozdanog infarkta u Klinici za
neurologiju Klini¢kog bolni¢kog centra Split, u razdo-
blju od 1. studenoga 2010. (datum objavljivanja novih
smjernica Europskog kardioloskog drustva za preven-
ciju i postupanje s bolesnicima s AF) do 31. prosinca
2011. godine (6). Istrazivanje je provedeno sukladno
nacelima Helsinske deklaracije, a odobreno je od stra-
ne Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveuci-
lista u Splitu. Za ovu vrstu istrazivanja eti¢ko povjeren-
stvo nije zahtijevalo informirani pristanak bolesnika.

Postupci

Za sve bolesnike ukljuc¢ene u istrazivanje analizirani
su antropometrijski, klini¢ki i laboratorijski parametri,
opis kojih je dan u tekstu koji slijedi.

Klinicko-antropometrijski parametri

Analizirani su podatci o spolu, dobi (god), ranijim bole-
stima i/ili ¢cimbenicima sr¢ano-zilnog rizika (arterijska
hipertenzija, Se¢erna bolest, preboljeli infarkt miokar-
da, periferna arterijska bolest), preboljelom mozdanom
infarktu ili prolaznom ishemijskom napadaju, lije¢enju
zbog krvarenja u sredisnji, probavni ili spolno-mokrac-
ni sustav te lije¢enju zbog otrovanja varfarinom. Ta-
koder su analizirani podatci o primjeni antikoagulan-
sa (varfarin) i/ili antiagregansa (acetilsalicilna kiselina,
klopidogrel) do prijma bolesnika te primjeni lijekova
i hrane s djelovanjem na farmakokinetiku antagonista
vitamina K, napose primjena nesteroidnih antireuma-
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tika (NSAR) i konzumiranje alkohola. Koli¢ina NSAR
koja je mogla utjecati na farmakokinetiku varfarina te
tako remetiti stabilnost protrombinskog indeksa odre-
dena je kao tjedni unos 22 njihove dnevno definira-
ne doze. Farmakokinetski zna¢ajnim unosom alkoho-
la smatrao se dnevni unos alkohola >14 g (odgovara
dnevnom unosu ve¢em od 148 mL vina, 355 mL piva ili
44 mL standardnog alkoholnog pica).

Laboratorijski parametri

U svih bolesnika analizirane su serumske vrijednosti
glikemije (mmol/L), kreatinina (umol/l) i protrombin-
skog indeksa iskazanog INR-om te aktivnost alanin
aminotransferaze (ALT; j/L) i aspartat aminotransfe-
raze (AST;j/L).

Cimbenici tromboembolijskog rizika

Cimbenici tromboembolijskog rizika odredeni su pre-
ma sljede¢im kriterijima: 1) arterijska hipertenzija - ar-
terijski tlak >140/90 mm Hg zabiljeZen u najmanje dva
uzastopna mjerenja tijekom hospitalizacije ili pred-
hospitalna primjena antihipertenziva; 2) Secerna bo-
lest - glikemija nataste >6,9 mmol/L ili glikemija >11,0
mmol/L zabiljezena u bilo koje vrijeme, odnosno pri-
mjena inzulina i/ili peroralnih hipoglikemika prigo-
dom uklju¢ivanja u istrazivanje; 3) kongestivno popu-
$tanje srca — podatak o ranijem lije¢enju zbog sréanog
zatajivanja ili postojanje klini¢kih (galop 3. tona, in-
spiratorni hrop¢i¢i nad plu¢ima, zastojne vratne vene,
edemi donjih udova, izljevi u prsistu i/ili slobodna te-
kuéina u trbusnoj $upljini), radioloskih (zastojni hilusi,
pleuralni izljevi) ili ehokardiografskih (istisna frakcija
lijeve klijetke <40 %) pokazatelja sréanog popustanja
zabiljeZenih tijekom hospitalizacije.

Cimbenici rizika krvarenja

Cimbenici rizika krvarenja odredeni su prema sljede-
¢im kriterijima: 1) o$telenje jetrene funkcije - rani-
je poznata kroni¢na bolest jetre (steatohepatitis, ciro-
za jetre, kroni¢ni B ili C hepatitis) ili porast aktivnosti
jetrenih transaminaza (AST i/ili ALT) 3 puta veci od
gornje granice referentnog raspona; 2) osteenje bu-
brezne funkcije - kroni¢no popustanje bubrezne funk-
cije koje zahtijeva dijalizu, stanje nakon transplantacije
bubrega ili serumski kreatinin >200 wumol/L; 3) nesta-
lan protrombinski indeks - INR >4 zabiljezen prilikom
prijma na lije¢enje ili podatak o ranijem bolni¢kom li-
jecenju zbog izrazito povisenog INR; 4) neregulirana
arterijska hipertenzija - arterijski tlak >160/100 mm
Hg prigodom hospitalizacije, neovisno o primjeni an-
tihipertenzivnog lijecenja.
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Statisticka obrada podataka

Kategoricke varijable prikazane su kao proporcije, a
kontinuirane kao aritmeticka sredina i standardna de-
vijacija (X+SD). U testiranju razlika izmedu kontinu-
iranih varijabla kori$ten je neparametrijski Studentov
test, a kategori¢kih varijabla y’-test ili Fisherov test.
Multivarijatnom analizom (logisti¢ka regresija) pro-
cijenjena je nezavisna povezanost niza klinickih vari-
jabla, primjerice dobi, spola, ranijeg mozdanog infar-
kta, arterijske hipertenzije, ranijeg krvarenja u sredi$nji
ziv¢ani ili probavni sustav (nezavisne varijable) s pri-
mjenom antikoagulansa ili antiagregacijskih sredstava
(zavisne varijable). Rezultati su izrazeni kao vrijednost
p» uz izra¢unavanje omjera rizika (OR; engl. odds ratio)
i 95%-tnog raspona pouzdanosti (CI; engl. confiden-
ce interval). Razina statisticke znacajnosti odredena je
kao p<0,05. U obradi podataka je primijenjen statisti¢-
ki program SPSS Statistics (verzija 14.0, SPSS Inc, Chi-
cago, SAD).

REZULTATI

Zbog ishemijskog mozdanog infarkta lijeceno je 1.367
bolesnika. U istrazivanje je uklju¢eno 327 (23,9 %) bo-
lesnika s trajnom nAF, 184 (56 %) Zena prosje¢ne dobi
81 (min-maks: 56-99) godina i 143 (44 %) muskaraca
prosje¢ne dobi 77 (min-maks 51-99) godina.

Prema sustavu procjene tromboembolijskog rizika
CHA,DS -VASc, u trenutku prijma, 321 bolesnik (98,2
%) pripadao je skupini velikog, 4 (1,2 %) skupini umje-
renog,a 2 (0,6 %) bolesnika skupini malog tromboem-
bolijskog rizika (sl. 1).

Prije dozivljenog ishemijskog mozdanog infarkta
tromboprofilaksu je primjenjivalo tek nesto vise od
polovine ispitanika [179 (55%)], 117 (36 %) ih je pri-
malo acetilsalicilnu kiselinu, 55 (17 %) varfarini 7 (2
%) klopidogrel (sl. 2).
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Od 179 bolesnika koji su dobivali tromboprofilaksu,
177 (98,8 %) ih je pripadalo skupini velikog tromboem-
bolijskog rizika, dok su preostala 2 bolesnika pripada-
la skupinama umjerenog i malog tromboembolijskog
rizika. Medu bolesnicima s velikim tromboembolij-
skim rizikom, 116 (65,5 %) ih je koristilo acetilsalicil-
nu kiselinu, 54 (30,5 %) varfarin, a 7 (4 %) klopidogrel
(p<0,001). Od preostalih 2 bolesnika, bolesnik s malim
tromboembolijskim rizikom primao je acetilsalicilnu
kiselinu, a bolesnik s umjerenim rizikom varfarin.

Od 148 bolesnika koji prije doZivljenog ishemijskog
mozdanog infarkta nisu primjenjivali tromboprofi-
laksu, 144 (97,3 %) pripadala su skupini velikog trom-
boembolijskog rizika, 3 (2,02 %) bolesnika skupini
umjerenog,a 1 (0,68 %) bolesnika skupini malog trom-
boembolijskog rizika.

Pedeset i pet bolesnika (17 % od ukupnog, odnosno
31 % od broja bolesnika koji su koristili tromboprofi-
laksu), 1 iz skupine umjerenog i 54 iz skupine velikog
tromboembolijskog rizika, je ishemijski mozdani in-
farkt dozivjelo unato¢ primjeni varfarina. Vrijednosti
INR ispod terapijskih imalo je 46 (83,7 %) bolesnika,
9 (16,3 %) u terapijskim ili vrijednostima nesto vi$im
od terapijskih (p<0,001). Naime, u 15 (27,3 %) bole-
snika zabiljezene su vrijednosti INR <1, u 31 (56,4 %)
bolesnika vrijednosti su bile u rasponu od 1,1 do 1,9,
u5 (9,1 %) urasponu od 2 do 3,u 2 (3,6 %) bolesnika
od 3,1 do 3,9,au 2 (3,6 %) bolesnika vrijednosti INR-
a su bile >4 (sl. 3). Dakle, 9 (16,3 %) bolesnika koji su
primjenjivali varfarin ishemijski mozdani infarkt po-
vezan s nAF doZivjelo je uz INR >2. Prosje¢ni INR u
skupini bolesnika s INR 1,1-1,9 bio je 1,39. Pritom je
11 (35,5 %) bolesnika imalo INR 1,5-1,9.

Prema sustavu vrednovanja HAS-BLED, 187 (57 %)
bolesnika je imao mali, a 140 (43 %) bolesnika veliki
rizik krvarenja. Tromboprofilaksu je primjenjivalo 70
(37,4 %) bolesnika s malim i 109 (77,9 %) s velikim ri-
zikom krvarenja. Pritom je varfarin koristilo 39 (55,7
%) bolesnika s malim i 16 (14,7 %) bolesnika s velikim
rizikom krvarenja, acetilsalicilnu kiselinu 29 (41,4 %)
bolesnika s malim i 88 (80,1 %) s velikim rizikom krva-
renja, a klopidogrel 2 (2,9 %) bolesnika s malimi 5 (5,2
%) s velikim rizikom krvarenja (p<0,001; sl. 4).

Usporedbom bolesnika s velikim tromboembolijskim
rizikom koji su prije dozivljenog ishemijskog mozda-
nog infarkta primjenjivali antikoagulanse s bolesnici-
ma iste skupine tromboembolijskog rizika koji ih nisu
koristili, u potonjih je zabiljezen znac¢ajno vedi udio
bolesnika s velikim rizikom krvarenja prema sustavu
HAS-BLED (47 % prema 26 %; p=0,024) te znacajno
ve(i broj bolesnika s nereguliranom arterijskom hiper-
tenzijom (46 % prema 29 %; p=0,002). Istodobno, u
skupini bolesnika koji su prije doZivljenog ishemijskog
mozdanog infarkta primjenjivali varfarin, zabiljezen je
znacajno veci broj bolesnika s prethodnim tromboem-
bolijskim komplikacijama (47 % prema 26 %; p=0,002;
tablica 1).

Prosjecan zbroj CHA DS -VASc izmedu skupina bo-
lesnika koji su ili, pak, nisu primjenjivali varfarin, nije
se statisti¢ki razlikovao (4,98+1,56 prema 4,54+1,48;
p=0,065). Istodobno, prosje¢an zbroj HAS-BLED bio
je statisti¢ki znac¢ajno vedi u skupini bolesnika koji nisu
primjenjivali varfarin (2,16+0,81 prema 2,42+0,86;
p=0,024).

Logisti¢ckom regresijom u koju su kao nezavisne vari-
jable uklju¢eni dob, spol, arterijska hipertenzija, $ecer-
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SL 4. Primjena tromboprofilakse u odnosu na
rizik krvarenja procijenjen sustavom HAS-
BLED.

Tablica 1.
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Raspodjela ¢imbenika tromboembolijskog rizika i rizika krvarenja u bolesnika hospitaliziranih zbog ishemijskog moZdanog infar-

kta u odnosu na primjenu varfarina.
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Broj (%) bolesnika
Cimbenici rizika Varfarin da Varfarin ne p
55 (100) 272 (100)
Dob >75 godina 37 (67) 189 (69) 0,746
Dob 65-74 godina 15 (27) 63 (23) 0,514
Zenski spol 32 (58) 152 (56) 0,754
Kongestivno zatajivanje srca 15 (27) 91 (33) 0,462
Arterijska hipertenzija 41 (74) 209 (77) 0,715
Sederna bolest 20 (36) 77 (28) 0,233
Raniji tromboembolijski dogadaji 26 (47) 72 (26) 0,002
Periferna arteriopatija 21 (38) 80 (29) 0,261
Koronarna bolest 6 (11) 34 (12) 0,918
Neregulirana hipertenzija 16 (29) 126 (46) 0,018
Ostecena funkcija jetre 0 13 (5) -
Ostecena funkcija bubrega 3 (5,5) 9 (3,3) -
Krvarenje iz probavnog ili spolno-mokra¢nog sustava 3(1,1) 1(1,8) -
Nestalan INR 7 (13) 0 -
Povecani dnevni unos alkohola 29 (10,7) 2 (3,6) 0,171
Primjena NSAR 2 (3,6) 18 (6,6) 0,594
CHA2DS2-VASc zbroj > 2 54 (98) 267 (98) 1
HAS-BLED zbroj > 3 16 (29) 124 (46) 0,024
INR - od engl. International Normalized Ratio; NSAR — nesteroidni antireumatici
na bolest, kongestivno popustanje srca, podatak o ra- RASPRAVA

nijem krvarenju, neregulirana arterijska hipertenzija,
zbroj CHA,DS -VASc, zbroj HAS-BLED, samo je pret-
hodno preboljeli tromboembolijski dogadaj nezavisno
korelirao s primjenom varfarina (OR 2,5; 95% CI 1,4-
4,5; p=0,003), dok je neregulirana arterijska hiperten-
zija (OR 0,47; 95% CI 0,25-0,89; p=0,019) pozitivho
korelirala s njegovim neprimjenjivanjem.

Osnovno opazanje prikazanog istrazivanja je da bo-
lesnici s nAF koji su hospitalizirani zbog ishemijskog
mozdanog infarkta, antiagregacijsku i antikoagulan-
tnu zadtitu prije doZivljenog incidenta nisu primjenji-
vali sukladno smjernicama stru¢nih drustava. Unatoc
velikom tromboembolijskom riziku, prije dozivljenog
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ishemijskog mozdanog infarkta antikoagulanse je pri-
mjenjivalo tek 17 % bolesnika s nAF. Istodobno, una-
to¢ velikom tromboembolijskom riziku i nepostojanju
objektivnih razloga protiv primjene antikoagulansa,
najées¢i oblik tromboprofilakse bila je primjena manje
ucinkovite acetilsalicilne kiseline.

Primjena tromboprofilakse u odnosu na
tromboembolijski rizik

Metaanaliza istrazivanja u kojima je u¢inkovitost var-
farina usporedivana s placebom, pokazala je 62 %-tno
smanjenje relativnog rizika za pojavu tromboembolij-
skih komplikacija i 26 %-tno smanjenje ukupne smrt-
nosti u bolesnika s nAF §ti¢enih varfarinom (4). Sto-
vise, u bolesnika $ticenih varfarinom koji su trajno
ostvarivali terapijske vrijednosti protrombinskog in-
deksa tromboembolijski rizik smanjen je za ¢ak 85 %
(5).Istodobno je metaanaliza istrazivanja koja su uspo-
redivala tromboprofilakti¢ku u¢inkovitost acetilsalicil-
ne kiseline u odnosu na placebo, u aktivno §ti¢enih bo-
lesnika zabiljeZila 22 %-tno smanjenje relativnog rizika
za pojavu tromboembolijskih komplikacija (9). Nepo-
srednom usporedbom varfarina i acetilsalicilne kiseli-
ne pokazana je znacajno veca ucinkovitost varfarina;
tromboembolijski rizik u bolesnika s nAF §ti¢enih var-
farinom bio je za 39 % manji u odnosu na tromboem-
bolijski rizik bolesnika ticenih acetilsalicilnom kiseli-
nom (10).

Nedovoljna primjena antikoagulansa u cilju preven-
cije tromboembolijskih komplikacija u bolesnika s
nAF godinama je prisutan javnozdravstveni problem
i u razvijenim zemljama svijeta. Unato¢ jasnim znan-
stvenim dokazima i preporukama stru¢nih drustava
u vedini sli¢nih istrazivanja primjena varfarina je za-
biljezena u 7-55 % bolesnika s apsolutnom indikaci-
jom i nepostojanjem jasne kontraindikacije za primje-
nu antikoagulansa (11-13). Poput nasih bolesnika, i u
razvijenim zemljama svijeta oko 85 % bolesnika s nAF
koji dozive ishemijski mozdani infarkt prethodno nije
primjenjivalo antikoagulanse (11-13). Stovige, u tim je
istrazivanjima vecina bolesnika u tromboprofilakticke
svrhe primjenjivala acetilsalicilnu kiselinu u dnevnoj
dozi 75-100 mg (11-13).

Nepridrzavanje preporuka stru¢nih drustava u spome-
nutim je istrazivanjima tumaceno iskustvenim stavom
lije¢nika da unato¢ viSegodi$njem trajanju nAF i ne-
primjenjivanju varfarina znac¢ajan dio bolesnika nikad
ne dozivi tromboembolijsku komplikaciju, napose is-
hemijski mozdani infarkt (3,14,15). Stoga se u strahu
od nezeljenih udinaka antikoagulansa, prehrambenih
ogranicenja i potrebe ucestalog odredivanja protrom-
binskog indeksa, znacajan dio lije¢nika i bolesnika s
nAF u primarnoj prevenciji ishemijskog mozdanog in-
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farkta ne odlu¢uje na primjenu varfarina i u slucaje-
vima kad tromboembolijski rizik zna¢ajno nadmasuje
mozebitne posljedice njegove primjene (14,15).

Rezultati prikazanog, i niza ranijih istrazivanja suklad-
ni su opazanjima istrazivanja provedenog na Klinici za
unutarnje bolesti Klini¢kog bolnic¢kog centra Split tije-
kom 2011. godine (16). U tom je istrazivanju tek 46 %
bolesnika s nAF svrstanih u skupinu velikog trombo-
embolijskog rizika pri otpustu s lije¢enja dobilo pre-
poruku za primjenu antikoagulansa. Preostalim je bo-
lesnicima savjetovana primjena manje ucinkovitih
antiagregacijskih sredstava. Dakako, ni u tom istraziva-
nju u bolesnika s velikim tromboembolijskim rizikom
koji nisu dobili preporuku za primjenu varfarina nisu
zabiljeZeni jasni razlozi protiv njegove primjene (16).

Promatrani profilom ¢imbenika rizika bolesnici s nAF
¢ine izrazito raznovrsnu skupinu s velikim rasponom
rizika za tromboembolijske komplikacije. Stoga su u
cilju $to to¢nije procjene pojedina¢nog tromboembo-
lijskog rizika i lakse odluke o izboru najprimjerenije
tromboprofilakse, ¢imbenici prepoznati u nizu klini¢-
kih istrazivanja ugradeni u sustav procjene poznat pod
nazivom CHA DS, VASc (6,7). Taj sustav omogucuje
lije¢nicima jednostavnu, brzu i relativno to¢nu pro-
sudbu pojedina¢noga tromboembolijskog rizika, time
i bolje prepoznavanje bolesnika koji zahtijevaju anti-
koagulantnu zastitu. Tromboembolijski rizik iskazuje
se zbrojem od 1 do 9, pri ¢emu se vjerojatnost trombo-
embolijskog dogadaja progresivno povecava sa 1,3 %
godisnje u bolesnika s CHA, DS -VASc zbrojem 1, do
15,2 % godisnje u bolesnika sa zbrojem 9 (6,7). Svi bo-
lesnici sa zbrojem >2 ¢ine skupinu velikog tromboem-
bolijskog rizika u kojoj je primjena antikoagulantnih
sredstava obvezna (6,7).

Znacenje dviju sastavnica sustava procjene CHA DS
VASc dodatno je naglageno. Naime, najznadajnijim
pretkazateljima tromboembolijskih komplikacija u bo-
lesnika s nAF oznaceni su dob >75 godina i prethodni
tromboembolijski dogadaj. Te su znacajke bolesnika u
sustavu procjene tromboembolijskog rizika oznacene s
po 2 boda. Stoga, postojanje ve¢ jednog od navedenih
dvaju ¢imbenika rizika, unato¢ nepostojanju drugih
sastavnica sustava procjene CHA DS, VASc, svrstava
bolesnike u skupinu velikog rizika i nalaze prednost
primjene antikoagulansa (6,7).

Dobrobit primjene antikoagulansa u bolesnika stari-
je dobi pokazali su rezultati niza klinickih istraziva-
nja. Metaanaliza 11 klini¢kih istrazivanja, ukljucujuci
i istrazivanje BAFTA (od engl. The Birmingham Atri-
al Fibrillation Treatment of the Aged Study), pokazala
je izrazitu premo¢ antikoagulansa u odnosu na ace-
tilsalicilnu kiselinu i placebo u smanjenju ishemijskih
mozdanih infarkta u ukupnoj skupini i podskupini bo-
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lesnika >80 godina (4). Zanimljivo je opazanje te meta-
analize da se ucinkovitost varfarina nije znac¢ajno mi-
jenjala s pove¢anjem dobi bolesnika dok se, istodobno,
ucinkovitost acetilsalicilne kiseline pove¢anjem dobi
znadajno smanjivala. Stovise, u¢inak acetilsalicilne ki-
seline u bolesnika >80 godina bio je jednak uc¢inku pla-
ceba (4). Razvidno je da tromboprofilakticka primje-
na acetilsalicilne kiseline u bolesnika visoke Zzivotne
dobi nije znanstveno utemeljena. Stoga rezultati naseg
istrazivanja prema kojima visoka Zivotna dob, unato¢
nepostojanju drugih kontraindikacija, nije doprinosi-
la odluci o primjeni antikoagulansa u bolesnika s nAE,
upucuju na vjerojatnost da se lije¢nici ne pridrzavaju
ili ne poznaju smjernice stru¢nih drustava.

Istrazivanje Yu i sur. pokazalo je da je preboljeli ishe-
mijski mozdani infarkt najjaci ¢cimbenik u prilog odlu-
ke o propisivanju antikoagulantnih sredstava (17). Ra-
zvidno je da i lije¢nici i bolesnici prilikom donogenja
odluke o primjeni tromboprofilakse najvise uvazavaju
upravo taj podatak te da se za primjenu varfarina odlu-
¢uju u strahu od mozebitnog ponavljanja tromboem-
bolijskog dogadaja s tezim klini¢kim posljedicama. U
tom slijedu, i u naSem je istrazivanju preboljeli trom-
boembolijski dogadaj pozitivno korelirao s predhospi-
talnim propisivanjem antikoagulansa.

Najznacajnija mjera za sprje¢avanje tromboembolij-
skih komplikacija u bolesnika s nAF je trajna primje-
na antikoagulantnih sredstava uz odrZavanje terapij-
skih raspona protrombinskog indeksa. Naju¢inkovitije
vrijednosti protrombinskog indeksa u cilju sprjecava-
nja mozdanih infarkta i istodobnog izbjegavanja lije-
kovima uzrokovanih mozdanih krvarenja izrazene su
INR-om u rasponu od 2 do 3 (6). Uz INR <2 rizik ishe-
mijskog mozdanog infarkta se znacajno povecava (6).
U nagem je istrazivanju 35,5 % bolesnika koji su pri-
je dozivljenog mozdanog infarkta primjenjivali varfa-
rin imalo INR u rasponu od 1,5 do 1,9 §to smatramo
potvrdom opazanja da subterapijske vrijednosti INR
ne pruzaju primjerenu zastitu od tromboembolijskih
komplikacija (6). Dakako, primjena antikoagulansa
nema potpunu - 100 %-tnu - uéinkovitost. Ocekiva-
no je stoga da ¢e odredeni postotak bolesnika dozivjeti
tromboembolijski incident unato¢ terapijskim raspo-
nima protrombinskog indeksa. U na§em smo istraziva-
nju pojavu ishemijskog mozdanog infarkta zabiljezili u
16,4 % bolesnika s INR >2. Jedan od mogucih uzroka
nepotpune zastite je nestalnost INR-a, koja u razdoblji-
ma izmedu dvaju mjerenja moze biti i izvan terapijskih
raspona; takve vrijednosti protrombinskog indeksa
nekad potraju dovoljno dugo za nastajanje ugruska.
Takoder, istodobno postojanje vise ¢imbenika rizika,
razmjerno njihovom broju i jacini, povecava protrom-
botski potencijal pa u odredenom postotku bolesnika
ugrus$ak nastaje i u slu¢aju trajno prisutnih terapijskih
raspona protrombinskog indeksa (18).

U svezi s tim opazanjima znacajno je da mozdane in-
farkte nastale u bolesnika s terapijskim vrijednostima
INR karakterizira bolji klini¢ki tijek i ishod u odnosu
na mozdane infarkte nastale tijekom uzimanja acetil-
salicilne kiseline ili u bolesnika koji nisu primjenjiva-
li tromboprofilaksu (5). TeZina ishemijskog mozdanog
infarkta je pritom negativno povezana s vrijednostima
INR u trenutku njegovog nastajanja. Naime, u istrazi-
vanjima u kojima je tezina mozdanog oStecenja pro-
cjenjivana magnetnom rezonancijom, u bolesnika koji
su dozivjeli ishemijski mozdani infarkt uz vrijedno-
sti INR od 2 do 3 zabiljezen je manji akutni i kona¢ni
volumen mozdanog ostecenja (5). Moguce tumacenje
ovih opazanja, u bolesnika s terapijskim vrijednostima
protrombinskog indeksa, su manja veli¢ina embolusa,
pojac¢ana rana spontana fibrinoliza i smanjeno $irenje
tromba (5). Znacajno je, takoder, da primjena varfari-
na pracena terapijskim ili vrijednostima INR ve¢im od
terapijskih, nije rezultirala ve¢com ucestalo$¢u prijelaza
ishemijskih u hemoragijske infarkte (5).

Nasi rezultati da je prilikom nastajanja ishemijskog
mozdanog infarkta 83,7 % bolesnika lije¢enih varfari-
nom imalo vrijednosti INR niZe od terapijskih, suklad-
ni su rezultatima Gladstonea i sur. prema kojima 90 %
bolesnika koji su dozivjeli ishemijski mozdani infarkt
unato¢ uzimanju antikoagulansa u trenutku nastajanja
mozdanog infarkta nije imalo primjerene vrijednosti
protrombinskog indeksa (19). Stovise, sistematskim
pregledom 67 istrazivanja o primjeni antikoagulansa u
bolesnika s nAF je pokazano da su bolesnici koji uzi-
maju varfarin gotovo 50 % vremena njegove primjene
izvan terapijskih raspona (20). Procjenjuje se da su vri-
jednosti protrombinskog indeksa niZe od terapijskih u
Ontariju odgovorne za oko 11 % svih tromboembo-
lijskih incidenata u bolesnika s nAF; prosje¢no 1 od
10 tromboembolijskih dogadaja moze se izbjei boljim
provodenjem antikoagulantne zastite (21). U tom sli-
jedu je pokazano da se kvaliteta antikoagulantne za-
§tite moze znacajno poboljsati otvaranjem specijalizi-
ranih ambulanti za pracenje i edukaciju bolesnika te
unaprjedenjem samopracenja primjenom uredaja za
izvanbolni¢ko (kuéno) odredivanje vrijednosti pro-
trombinskog indeksa. Tim se mjerama vrijednosti pro-
trombinskog indeksa odrzavaju u terapijskim raspo-
nima tijekom dvostruko viSe vremena u odnosu na
primjenu standardnih postupaka (22).

Primjena tromboprofilakse u odnosu na rizik krvarenja

Vedina istrazivanja je pokazala da je najces¢i uzrok
neprimjenjivanja antikoagulansa u bolesnika s nAF
strah od Zzivotno ugroZavajuceg krvarenja u probav-
ni, spolno-mokraéni te, napose, u sredi$nji Zziv¢ani
sustav (23). Zato je u cilju brze procjene rizika krva-
renja i prepoznavanja bolesnika s mozebitnom kon-
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traindikacijom za primjenu antikoagulansa oblikovan
jednostavan bodovni sustav poznat pod akronimom
HAS-BLED (6,24). Preklapanja nekih sastavnica tog i
sustava CHA DS -VASc rezultiraju najve¢im zbroje-
vima, time i najve¢om opasnosti od krvarenja, upravo
u bolesnika s velikim tromboembolijskim rizikom $to,
dakako, mozZe biti razlog neprimjenjivanja antikoagu-
lansa i primjenjivanja manje u¢inkovitih antiagregacij-
skih sredstava.

U tom slijedu za naglasiti je da su posljedice mogu-
¢eg krvarenja uzrokovanog primjenom antikoagulan-
sa i posljedice tromboembolijskih komplikacija uzro-
kovanih njegovim neprimjenjivanjem u znacajnom
nesrazmjeru. Godi$nji rizik za smrtonosna krvarenja
u bolesnika koji trajno primjenjuju varfarin procjenju-
ju se na 0,6 %, za velika nesmrtonosna krvarenja na
3 % te za mala, Zivotno neugrozavajuca krvarenja na
9,6 % (6,24). Istodobno se mozdani infarkt sa smrtnim
ishodom ili trajno onesposobljavaju¢im posljedicama
biljezi u 2,2 % do 15,2 % bolesnika s velikim trombo-
embolijskim rizikom (6). Takoder, vrijednosti zbrojeva
CHA DS -VASc i HAS-BLED nisu jednako znacajne
prigodom odlucivanja o tromboprofilakti¢ckoj primje-
ni antikoagulansa. Pove¢anje tromboembolijskog rizi-
ka (CHA,DS,-VASc zbroja) znacajno umanjuje utje-
caj rizika krvarenja (HAS-BLED zbroja) na tu odluku,
¢ak i u skupini bolesnika s velikim rizikom krvarenja.
Naime, vjerojatnost i tezina mozdanog infarkta koje
obiljezavaju vece vrijednosti zbroja CHA DS -VASc,
znacajno nadvladavaju vjerojatnost i tezinu moguceg
krvarenja pa i u slucaju vrijednosti zbroja HAS-BLED
>3. Primjerice u bolesnika sa zbrojem CHA DS -VASc
>6 godi$nji rizik ishemijskog mozdanog infarkta je
>10 %, dok je istodobno rizik Zivotno ugrozavajuceg,
napose, mozdanog krvarenja <1 % (6). Stoga u tek ne-
znatnog broja bolesnika rizik krvarenja i njegovih po-
sljedica znacajno nadvladava tromboembolijski rizik i
jasna je kontraindikacija za primjenu antikoagulansa;
u toj su skupini, primjerice, bolesnici koji su tijekom
uzimanja varfarina dozivjeli tesko, Zivotno ugroZava-
ju¢e, mozdano krvarenje.

Osobiti utjecaj na povecanje rizika intrakranijskog kr-
varenja imaju intenzitet antikoagulantnog u¢inka (INR
>3,5 je, napose u starijih od 80 godina, pracen 5 puta
ve¢im rizikom), neregulirani arterijski tlak i nestalnost
protrombinskog indeksa (10,25). Velika klinicka istra-
Zivanja i njihove metaanalize pokazale su da subtera-
pijske vrijednosti protrombinskog indeksa (INR <2)
nisu pra¢ene manjom ucestalo$¢u krvarenja u odnosu
na terapijske vrijednosti, niti u podskupini bolesnika
>80 godina, zbog ¢ega takve vrijednosti protrombin-
skog indeksa nisu preporucljive u sprje¢avanju trom-
boembolijskih dogadaja u bolesnika s nAF (10,25).
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Znacenju koje lije¢nici pridaju kvaliteti reguliranja ar-
terijskog tlaka prilikom izbora tromboprofilakse u bo-
lesnika s nAF svjedoce i rezultati nadeg istrazivanja
prema kojem je neregulirani arterijski tlak jedan od 2
nezavisna pretkazatelja nepropisivanja antikoagulansa
prigodom prijma bolesnika s nAF i ishemijskim moz-
danim infarktom.

Bitan ¢imbenik u prevenciji tromboembolizama, ali i
varfarinom uzrokovanog krvarenja, je i vrijeme u ko-
jem je vrijednost protrombinskog indeksa odrzavana
u terapijskim rasponima. Istrazivanje ACTIVE-W (od
engl. Atrial Fibrillation Clopidogrel Trial With Irbesar-
tan for Prevention of Vascular Events) pokazalo je da
je za prevenciju oba - s uzimanjem varfarina poveza-
na - dogadaja, bitno odrZzavanje terapijskih vrijednosti
INR tijekom najmanje 58-71 % vremena njegove pri-
mjene (26). Nestalne vrijednosti protrombinskog in-
deksa (skokovi INR >3,5) uz slabo kontrolirane vrijed-
nosti arterijskog tlaka najé¢es¢i su uzrok intrakranijskih
krvarenja u bolesnika na antikoagulantnoj zastiti (26).

U na$em istrazivanju bolesnici s ve¢im rizikom krva-
renja bili su podjednako rasporedeni u skupinama koje
su ili nisu primjenjivale antikoagulantnu zastitu pa su,
unato¢ opazanju da je HAS-BLED zbroj u skupini bo-
lesnika kojima antikoagulantna zastita nije bila pro-
pisana bio statisti¢ki znacajno veci od istog zbroja u
skupini bolesnika koji su te lijekove primjenjivali, obje
skupine bolesnika imale prosje¢ne vrijednosti zbroja
HAS-BLED <3. Statisticka rag¢lamba, $tovise, nije po-
kazala povezanost ove varijable s odlukom o primjenji-
vanju antikoagulansa, temeljem ¢ega zaklju¢ujemo da
se prilikom odlucivanja o na¢inu tromboprofilakse li-
je¢nici nisu vodili rizikom krvarenja procijenjenim su-
stavom HAS-BLED.

Na kraju isti¢emo i neka od potencijalnih ograni¢enja
nadeg istrazivanja. Zbog retrospektivnog oblika istra-
Zivanja nije bilo moguce procijeniti utjecaj bolesnika
na odluku o izboru tromboprofilakse, niti mozebitne
oscilacije vrijednosti INR-a prije dozivljenog ishemij-
skog mozdanog infarkta. Ipak, smatramo da ti nedo-
statci nisu utjecali na ispunjenje postavljenih ciljeva,
niti na ispravnost zaklju¢aka prikazanog istrazivanja.
Takoder, u razdoblju obuhvacenom istraZivanjem u
Hrvatskoj se nisu propisivali novi oralni antikoagulan-
si (primjerice dabigatran, rivaroksaban, apiksaban), $to
je osnovni razlog da ni u jednog od bolesnika ukljuce-
nih u istrazivanje nije zabiljeZena primjena tih lijeko-
va. Ulestalost primjene novih antikoagulansa i njihov
utjecaj na pojavnost ishemijskog mozdanog infarkta
treba, stoga, procijeniti buduéim istrazivanjima.
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ZAKLJUCAK

Najveli postotak bolesnika s ishemijskim mozdanim
infarktom i nAF, unato¢ velikom tromboembolijskom
riziku i malom riziku krvarenja, prije hospitalizacije
zbog ishemijskog mozdanog infarkta nije primjenji-
vao antikoagulanse. Istodobno, veéina bolesnika koji
su mozdani infarkt doZivjeli tijekom primjene antiko-
agulansa, prigodom nastajanja mozdanog infarkta nije
imala terapijske vrijednosti protrombinskog indek-
sa. Izgledno je, stoga, da tromboprofilaksa u bolesni-
ka s nAF hospitaliziranih zbog ishemijskog mozdanog
infarkta nije bila sukladna njihovom tromboembolij-
skom riziku i trenutnim smjernicama Europskog kar-
diologkog drustva. Stovise, podatak da je prebolje-
li tromboembolijski dogadaj jedini pokazatelj rizika s
pozitivnim u¢inkom na odluku o primjeni antikoagu-
lansa upucuje na zaklju¢ak da su lije¢nici (i bolesnici)

hovog nastajanja.
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SUMMARY

THROMBOPROPHYLAXIS IN PATIENTS WITH NONVALVULAR ATRIAL
FIBRILLATION ADMITTED IN UNIVERSITY HOSPITAL SPLIT, CROATIA,
DUE TO THE ISCHAEMIC STROKE IN RELATION TO THROMBOEMBOLIC
AND BLEEDING RISK

I. CVITKOVIC!, I. BOZIC% V. CAREVIC?, K. CALJKUSIC* A. MAROVIC%, I. LUSIC* and D. FABIJANIC?

IOutpatient Cardiology Clinic, Split, Croatia; 2Department of Internal Medicine, University Hospital Split,
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Split, Croatia;*Department of Cardiology, University Hospital Split, Split, Croatia;
* Department of Neurology, University Hospital Split, Split, Croatia

Aim of the study was to assess the concordance of the thromboprophylactic treatment in patients with nonvalvular atrial fibrilla-
tion (nAF) at the time of admission due to ischemic stroke with clinical guidelines of the European Society of Cardiology.
Methods: In the cross-sectional study were included 327 patients [143 (44%) males] treated because of ischemic stroke associ-
ated with nAF. The index of the thromboembolic risk (TE) has been established by the CHA,DS -VASc score, whereas the bleeding
risk has been assessed by the HAS-BLED score.

Results: Before the ischemic stroke, 98.2% of patients belonged to the group of high TE risk. Among these patients only 179
(55%) were received thromboprophylaxis: 67.5% patients acetylsalicylic acid, 30.5% warfarin, and 4% clopidogrel. Previous is-
chemic stroke was independently correlated with warfarin administration (OR 2.5; 95% CI 1.4-4.5; p=0.003), while poorly con-
trolled arterial hypertension was independently correlated with warfarin non-administration (OR 0.47; 95% CIl 0.25-0.88; p=0.019).
The 83.7% of 55 patients, who experienced ischemic stroke during anticoagulant treatment, had an INR values lower than thera-
peutic.

Conclusion: Thromboprophylaxis among the patients with nAF admitted because of ischemic stroke did not correlate with their
TE risk and contemporary guidelines of the European Society of Cardiology.

Key words: stroke, atrial fibrillation, anticoagulant therapy, thromboprophylaxis
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Pregled

NEINVAZIVNA VENTILACIJA U PERIOPERACIJSKOM RAZDOBLJU

VISNJA NESEK ADAM, DINKO TONKOVIC, ELVIRA GRIZEL]J STOJCIC, VIVIANA MRSIC,
MARTINA MATOLIC i DAMJAN MARIN

Sveuciliste ]. J. Strossmayera, Medicinski fakultet u Osijeku, Klinicka bolnica Sveti Duh,
Klinika za anesteziologiju, reanimatologiju i intenzivno lijecenje, Zagreb, Hrvatska

Akutno zatajenje disanja relativno je Cesta poslijeoperacijska komplikacija, a najéesSée se javlja u bolesnika s prijeoperacijski
poremecéenom pluénom funkcijom i/ili nakon velikih torako-abdominalnih operacija. lako se endotrahealna intubacija i mehanic-
ka ventilacija jo$ uvijek smatraju osnovom u lije€enju bolesnika s akutnim zatajenjem disanja, literaturni podatci ukazuju da je
mortalitet tih bolesnika usko povezan s komplikacijama vezanim uz intubaciju i mehani¢ku ventilaciju. Zbog toga je cilj sprijeciti
komplikacije i ako je moguce izbje¢i endotrahealnu intubaciju. Neinvazivna ventilacija (NIV) je oblik mehanicke potpore koja ne
zahtijeva postavljanje endotrahealnog tubusa te se danas sve ¢eSce koristi u profilakticke i terapijske svrhe kod kirurskih bole-
snika s akutnim zatajenjem disanja. U ovom €lanku dajemo kratak pregled indikacija i ograni€enja neinvazivne ventilacije u peri-

operacijskom razdoblju.
Kljucne rijeci: neinvazivna ventilacija, kirurski bolesnici

Adresa za dopisivanje:
Zerjaviéeva 12
10 000 Zagreb, Hrvatska
Tel: 0913712136
E-posta: visnja.nesek@hotmail.com

Poslijeoperacijske plu¢ne komplikacije najées¢e uklju-
¢uju poslijeoperacijsku  hipoksemiju, plu¢ni edem,
stvaranje atelektaza i/ili akutno zatajenje disanja (ARI
— Acute Respiratory Insufficiency) a javljajuse u 5 % -10
% bolesnika podvrgnutih nekompliciranim torakal-
nim, abdominalnim i kardijalnim kirurs$kim zahvati-
ma (1,2). Anestezija, poslijeoperacijska bol te vrsta sa-
mog kirur$kog zahvata naj¢e$¢i su uzroci koji izazivaju
respiracijske poremecaje. Javlja se hipoksemija, sma-
njuju se pluéni volumeni, stvaraju se atelektaze i dolazi
do disfunkcije osita. Tijekom indukcije u anesteziju te
kod torakalnih i kirurskih zahvata u gornjem dijelu ab-
domenu do stvaranja atelektaza najc¢es¢e dolazi u ovi-
snim dijelovima pluca u blizini dijafragme $to ukljucu-
je oko 10 % ukupnog tkiva pluca. Atelektaze najcesce
traju oko 2 dana nakon kirurskih zahvata (3). Disfunk-
cija respiracijskih misic¢a, posebno osita takoder nasta-
je tijekom prvih sati nakon operacije i moze potrajati
tjedan ili dva (4). Svi ti ¢imbenici zajedno uz poslijeo-
peracijsku bol dovode do ventilacijsko perfuzijskih po-
remecaja s posljedi¢cnom hipoksijom i/ili ARI. Akutno
zatajenje disanja smatra se jednom od najées¢ih kom-
plikacija u ranom poslijeoperacijskom vremenu (5).
Tako se endotrahealna intubacija i mehanic¢ka ventila-
cija jos uvijek smatraju osnovom u lije¢enju ARI, lite-
raturni podaci ukazuju da je mortalitet tih bolesnika
usko povezan s komplikacijama vezanim uz intubaci-

Doc. dr. sc. Visnja Nesek Adam, prim., dr. med.

ju i mehani¢ku ventilaciju. Zbog toga je cilj sprijeci-
ti komplikacije i ako je moguce izbje¢i endotrahealnu
intubaciju. Neinvazivna ventilacija (NIV) ne zahtijeva
postavljanje endotrahealnog tubusa te se danas sve ce-
$¢e koristi kako u profilakticke (sprje¢avanje razvoja
ARI) tako i u terapijske svrhe kod ARI (6). Osnovni cilj
NIV-e je povecati plu¢ne volumene, poboljsati izmjenu
plinova, smanjiti di$ni rad i nastajanje atelektaza te na
taj nacin izbjec¢i endotrahealnu intubaciju i komplika-
cije invazivne ventilacije (7).

Iako se u pocetku NIV najc¢esce koristilo u lije¢enju
bolesnika sa egzacerbacijom kroni¢ne opstrukcijske
bolesti plu¢a (KOBP), indikacije za upotrebu NIV-a su
danas znacajno $ire i ponajprije su odraz razvoja i una-
prjedenja ventilacijskih tehnika.

PRIJEOPERACIJSKA PRIMJENA NIV

Danas postoji podatci o koristenju NIV-a u prijeopera-
cijskom vremenu. Perrin i sur. (8) proveli su randomi-
zirano klini¢ko istrazivanje kod bolesnika predvidenih
zaresekciju pluca. Pokazali su da prijeoperacijskairana
poslijeoperacijska primjena neinvazivne tlakom pot-
pomognute ventilacije (Noninvasive Pressure Support
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Ventilation - NIPSV) dovodi do manjih poremecaja u
plu¢noj funkciji u odnosu na kontrolnu skupinu (bo-
lesnici kod kojih nije primjenjivana NIV). NIV se pro-
vodilo 7 dana prije i 3 dana nakon operacije. U odnosu
na kontrolnu skupinu doslo je do zna¢ajnog poboljsa-
nja oksigenacije, ucestalost atelektaza bila je manja (14
% vs 39 %), a duzina boravka u bolnici kraca.

Novije studije ukazuju i na u¢inkovitost NIV-a u po-
bolj$anju preoksigenacije prije intubacije kod hipok-
semicnih bolesnika u JIL-u (9) i kod patolosko preti-
lih bolesnika prije samog kirurskog zahvata (10). Kod
hipoksi¢nih bolesnika upotreba NIV-a dovodi do po-
boljsanja oksigenacije, rasterecenja respiracijske mus-
kulature, pove¢avanja volumena pluca i otvaranja alve-
ola (alveolar recruiment).

POSLIJEOPERACIJSKA PRIMJENA NIV

U poslijeoperacijskom vremenu NIV se najcesce kori-
sti u torakalnim, kardijalnim i velikim abdominalnim
operacijama te kod bolesnika poviSenog rizika za ra-
zvoj pluénih komplikacija.

Abdominalne operacije

Smatra se da kod abdominalnih operacija hipoksemija
komplicira poslijeoperacijski tijek u 30-50 % bolesni-
ka, a 8-10 % bolesnika zahtijeva mehanic¢ku ventilaciju
$to znacajno produzava intenzivno lije¢enje, boravak u
bolnici te mortalitet spomenutih bolesnika (11).

Preventivni NIV. Stock i sur. (12) pokazali su da kod
bolesnika koji su podvrgnuti odstranjenju Zuc¢njaka
otvorenom tehnikom primjena kontinuiranog pozi-
tivnog tlaka u di$nim putevima (Continuous Positive
Airway Pressure - CPAP) znacajno povecava funkcio-
nalni rezidualni kapacitet plu¢a i smanjuje ucestalost
nastanka atelektaza u odnosu na bolesnike koji su tre-
tirani poticajnom spirometrijom i standardnim tehni-
kama fizikalne respiracijske terapije (duboko disanje i
iskasljavanje). Takoder, bolesnici kod kojih je primje-
njivan CPAP 10 cm H,O 12 do 24 sata na dan nakon
torakoabdominalnih operacija (aneurizme) imali su
znacajno bolju oksigenaciju i kra¢i boravak u bolnici
(13).

Terapijski NIV. U velikoj multicentri¢noj studiji prove-
denoj u Italiji koja je obuhvatila 15 JIL-a Squadrone i
sur. (11) podijelili su bolesnike kod kojih je doslo do
razvoja poslijeoperacijske hipoksemije u dvije skupine.
Jedna skupina tretirana je primjenom CPAP-a (7,5 cm
H,0) preko helmeta a druga standardnom terapijom
kisikom. Dokazali su da CPAP znacajno smanjuje uce-
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stalost endotrahealne intubacije te druge komplikacije
kao $to su pneumonija, sepsa, curenje anastomoza, in-
fekcija i smrti. I neke druge studije pokazale su u¢inko-
vitost NIV-a, posebno u smanjenju ucestalosti endo-
trahealne intubacije i duzine boravka u bolnici.

Neki autori, medutim, iskazuju zabrinutost glede upo-
trebe NIV-a kod abdominalnih operacija s gastrointe-
stinalnim anastomozama, posebno anastomozama u
gornjem dijelu probavnog trakta zbog moguénosti na-
rusavanja integriteta anastomoza primjenom visokog
insuflacijskog tlaka i posljedi¢ne distenzije Zeluca i cri-
jeva, te se u tom kontekstu NIV ¢esto navodi kao rela-
tivna kontraindikacija. Medutim, neke studije naprotiv
ukazuju na manju ucestalost curenja anastomoza kod
bolesnika kod kojih je primjenjivan NIV (13,14). No,
vecina autora preporuca upotrebu tlaka manjeg od 25
cm H,0 (PEEP +PSV >25 cm H 0) kod anastomoza na
gornjem dijelu probavnog trakta.

Torakalne operacije

Iako se poslijeoperacijski mortalitet i morbiditet kod
bolesnika nakon ucinjene resekcije pluca tijekom pro-
teklih godina zna¢ajno smanjio, prema literaturnim
podatcima jos uvijek je vrlo visok. Ukupni mortalitet
krece se izmedu 6,2 % i 24 % nakon pulmektomija te
izmedu 2,2 % i 4,6 % nakon lobektomija (15), a plu¢ne
komplikacije su i dalje vodeci uzrok smrti u 60 %-80 %
bolesnika (16).

Preventivni NIV. Aguilo i sur. (17) proveli su istrazi-
vanje na 10 pulmektomiranih bolesnika primjenjujuci
NIV u trajanju od sat vremena nakon operacije. Nisu
zabiljezene komplikacije povezane sa samom tehni-
kom ni curenje zraka oko torakalnog drena. Zabilje-
Zeno je znacajno poboljsanje oksigenacije u odnosu na
kontrolnu skupinu.

Terapijski NIV. Auriant i sur. (18) pokazali su u¢inkovi-
tost NIV-a kod bolesnika kod kojih je doslo do razvoja
ARI nakon resekcije pluc¢a. U tom istrazivanju 20,8 %
bolesnika kod kojih je primjenjivan NIV, zahtijevalo je
intubaciju i invazivnu ventilaciju u odnosu na 50 % bo-
lesnika u kontrolnoj skupini. Lefebrve i sur. (19) tako-
der su pokazali u¢inkovitost rane primjene NIV-a kod
bolesnika s ARI nakon resekcije plu¢a. Od 690 bolesni-
ka u 16 % doslo je do razvoja ARL Svi su inicijalno lije-
¢eni NIV-om, a uc¢inkovitost je iznosila 85 %.

Kardijalne operacije

Ucestalost respiracijskih poremecaja nakon kardijal-
nih operacija prema literaturnim podatcima je vrlo vi-
soka. Pinill i sur. (20) objavili su da gotovo 40-90 %
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bolesnika razvija poslijeoperacijske respiracijske kom-
plikacije nakon kardijalnih operacija. Ostecenje frenic-
nog zivca, otvaranje prsnog kosa te koristenje arterije
mamarije samo su neki od ¢imbenika koji pridonose
tako visokoj ucestalosti pluénih komplikacija.

Preventivni NIV. Restrikcijski sindrom nakon kardijal-
nih operacija javlja se u manjoj uéestalosti nego nakon
abdominalnih i torakalnih operacija, no ucestalost dis-
funkcije oita je veca. Vec¢ina objavljenih radova ukazu-
je na poboljsanje oksigenacije i ventilacijskih pokaza-
telja nakon primjene NIV-a. Matte i sur. (21) evaluirali
su primjenu preventivnog NIV-a u 96 bolesnika tije-
kom prvih dvaju poslijeoperacijskih dana. Prva sku-
pina bolesnika tretirana je ventilacijom u dvije razine
pozitivnim tlakom (Bi-level Positive Airway Pressure -
BiPAP) svakih 3 sata. Kod druge skupine primjenjivan
je CPAP, a treca skupina tretirana je poticajnom spiro-
metrijom. U skupinama bolesnika kod kojih je kori-
$ten NIV zabiljezeno je pobolj$anje oksigenacije i ma-
nje smanjenje plu¢nih volumena. Ucestalost stvaranja
atelektaza bila je ista u sve tri skupine. Do sli¢nih rezul-
tata dosli su Zarbock i sur. (22) koji su takoder poka-
zali da profilakticka primjena CPAP-a u trajanju od 6
sati/dan znacajno pridonosi pobolj$anju oksigenacije,
smanjenju plu¢nih komplikacija te ulestalosti reintu-
bacije u odnosu na skupinu bolesnika koja je tretirana
intermitentnom primjenom CPAP-a u trajanju od 10
min svakih 4 sata.

Terapijski NIV. U literaturi postoji samo mali broj stu-
dija koje se odnose na terapijsku primjenu NIV-a na-
kon kardijalnih operacija. De Morais Coimbra i sur.
(23) u 57 bolesnika s ARI primijenili su CPAP i BiPAP.
Nisu nasli statisticki znacajne razlike u broju intubira-
nih bolesnika i stupnju oksigenacije.

Barijatricke operacije

Poznato da je da patoloska pretilost izaziva restrikcij-
ski sindrom, stanje smanjene rastezljivosti prsnog kosa
koje nastaje zbog povecane koli¢ine masnog tkiva to-
raksa i abdomena. Smanjuju se plu¢ni volumenti, ekspi-
racijski rezervni volumen te funkcionalni rezidualni
kapacitet. Osim toga vi$e od 50 % bolesnika predvide-
nih za kirurske zahvate pretilosti ima takoder i pridru-
zene kroni¢ne respiracijske bolesti kao $to su opstruk-
cijska apneja tijekom spavanja (OSA), hipoventilacijski
sindrom te KOPB. Kombinacijom pridruzenih bolesti,
kirurS$kog zahvata te plu¢nih promjena koje izaziva
sama pretilost ¢ini ove bolesnike posebno rizi¢nima za
razvoj poslijeoperacijskih respiracijskih poremecaja.

Preventivni NIV. U istrazivanju koje su proveli Neli-
gan i sur. (24) primjeniv$i NIPPV neposredno nakon
ekstubacije i CPAP 30 min nakon operacije pokazali

su da NIPPV znacajno vi$e utje¢e na pobolj$anje spi-
rometrijskih pluénih pokazatelja u odnosu na CPAP.
Primjena BiPAP tijekom 24 sata nakon ucinjene ga-
stroplastike znacajno je pobolj$ala forsirani vitalni
kapacitet pluda, forsirani ekspiracijski volumen i ar-
terijsku saturaciju kisikom u odnosu na standardnu
primjenu kisika (25).

Terapijski NIV. Prema na$im saznanjima, do sada nije
objavljeno niti jedno istrazivanje vezano uz terapijsku
primjenu NIV kod ARI u bolesnika podvrgnutih ki-
rur$kom zahvatu zbog pretilosti.

ZAKLJUCAK

Anestezija te torakalni, kardijalni i abdominalni kirur-
$ki zahvati izazivaju znacajne promjene u respiracijskoj
funkciji koje traju od nekoliko dana do nekoliko tjeda-
na a mogu dovesti do znacajnih respiracijskih poreme-
¢aja ukljucujudi i ARI. Iako se endotrahealna intuba-
cija i mehanicka ventilacija jo$ uvijek najcesce koriste
u lije¢enju ARI, razvojem i unaprjedenjem ventilacij-
skih tehnika danas je moguce upotrebom NIV-a zna-
¢ajno smanyjiti ucestalost intubacije i komplikacija ve-
zanih uz invazivnu ventilaciju. Brojni literaturni radovi
ukazuju na znacajno smanjenje mortaliteta i morbidi-
teta bolesnika kod kojih je primjenjivan NIV u odno-
su na mehanicki ventilirane bolesnika. Medutim, prije
primjene NIV-a svakako treba isklju¢iti kirur$ke kom-
plikacije te dobro pripremiti bolesnika, jer je samo do-
bro pripremljen i suradljiv bolesnik je dobar kandidat
za provodenje NIV-a s pozitivnim ishodom lije¢enja.
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SUMMARY

NONINVASIVE VENTILATION IN THE POSTOPERATIVE PERIOD

V.NESEK ADAM, D. TONKOVIC, E. GRIZEL] STOJCIC, V. MRSIC, M. MATOLIC and D. MARIN

University J. J. Strossmayer, School of Medicine in Osijek, Sveti Duh University Hospital,
Department for Anesthesiology, Reanimatology and Intensive Care, Zagreb, Croatia

Acute respiratory failure is relatively common postoperative complication, occurs frequently in patients with preexisting com-
promised respiratory function and/or undergoing major thoracoabdominal procedures. Although endotracheal intubation and
mechanical ventilation is still considered the cornerstone for the treatment of patients with acute respiratory failure, literature
data have shown that mortality of these patients is closely associated to complications of intubation and mechanical ventilation.
Therefore, the goal is to prevent complications and if possible to avoid endotracheal intubation. Noninvasive ventilation (NIV) is a
form of mechanical support that does not require endotracheal intubation and is nowadays often used in prophylactic and thera-
peutic purposes in surgical patients with acute respiratory failure.

In this article we give a brief overview of the indications and limitations of non-invasive ventilation in perioperative period.

Key words: noninvasive ventilation, surgical patients
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STO TREBA ZNATI O PSORIJATICNOM ARTRITISU?
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Thalassotherapia, Opatija i 'Sveuciliste u Rijeci, Medicinski fakultet, Katedra za rehabilitacijsku medicinu,
Rijeka, Hrvatska

Psorijati¢ni artritis (PsA) je kroni¢na upalna artropatija koja moze zahvatiti periferne zglobove i aksijalni skelet. Registrirase u7 %
do 42 % pacijenata s koznom psorijazom. Promjene na zglobovima mogu godinama prethoditi pojavi koznih promjena. Bolest se
manifestira bolom i zako¢eno§éu u zahvacenim zglobovima. Vaznu ulogu ima genetska predispozicija (prisutnost B27 udruzena
je s aksijalnim oblikom bolesti, a DR4 sa simetri¢nim poliartikularnim oblikom koji podsje¢a na reumatoidni artritis). Entenzitisi su
upalne promjene na hvatistu tetiva i ligamenata za kost. Navedene su promjene svojstvene spondiloartritisima, tj. skupini upalnih
reumatskih bolesti kojima pripada i PsA. Za PsA, kao i za ostale spondiloartritise, tipicna je pojava odredenih ekstraartikulanih
zglobnih manifestacija, kao npr. oéne promjene (konjunktivitis i uveitis se vidaju u 1/3 bolesnika s PsA), sréane smetnje, upal-
ne bolesti crijeva, te upale genitourinarnog sustava. U lijeéenju zglobnih promjena koriste se NSAR (nesteroidni antireumatici),
DMARD (Disease-Modifying Antirheumatic Drugs), tj. lijekovi koji modificiraju bolest kao $to su metotreksat (MTX), leflunomid i
sulfasalazin. U novije vrijeme sve se vie koriste i bioloSki agensi. Fizikalna terapija je, u pravilu, nadopuna medikamentnoj tera-
piji. U tezim oblicima PsA namece se potreba i rekonstruktivnih kirurskih zahvata. U lijeenju PsA preporuca se istodobno lijece-
nje koznih i zglobnih promjena. Da bi se postiglo optimalne rezultate potrebno je naglasiti kolika je vaznost zajedni¢kog pristupa
reumatologa i dermatologa u lijeenju bolesnika s PsA.

Kiljuéne rijeci: spondiloartritis, psoriatiCni artritis, psorijaza
Adresa za dopisivanje:  Tatjana Kehler, dr. med.
Thalassotherapia

Ulica Marsala Tita 188

51 410 Opatija, Hrvatska
E-posta: tatjana.kehler@ri.t-com.hr

UvVOD dominantno periferni zglobovi. U potonju ulaze psori-

jati¢ni artritis, reaktivni artritis, enteropatski artritis i

Psorijati¢ni artritis (PsA) se javlja u 7 % do 42 % pa- nedifirencirani SpA (1).
cijenata s koZznom psorijazom (1). Dugi se niz godina

smatrao benignim oblikom artropatije. Danas se zna

da u odredenog broja pacijenata moze poprimiti agre- Etiopatogeneza

sivni (¢ak mutiliraju¢i) tijek te dovesti do velikog funk-
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cijskog deficita. Psorijati¢ni artritis pripada u skupinu
tzv. spondiloartritisa (SpA).

SPONDILOARTRITISI

Spondiloartritisi su heterogena skupina kroni¢nih
upalnih reumatskih bolesti koje zahvaéaju sinoviju,
enteze (hvatiSta tetiva za kost) 1 tipi¢ne ciljne organe
i organske sustave. SpA se dijele u dvije skupine. Jed-
nu ¢ine upalne reumatske bolesti gdje je upalom do-
minantno zahvacen aksijalni skelet (prototip je ankilo-
zantni spondilitis), te drugu gdje su upalom zahvadeni

Etiopatogeneza bolesti nije do kraja razjagnjena. Posto-
ji razlika u imunoloskom procesu koji nalazimo u PsA
u odnosu na onaj u reumatoidnom artritisu (RA) (sl.

1).

Proupalne citokine, kao $to su tumor necrosis factor-a
(TNF-a), interleukin-1 (IL-1), IL-6 i IL-8, izolirani iz
sinovijske teku¢ine u PsA, nalazimo i u RA. Povise-
na razina TNF-a otkrivena je i u psorijati¢cnom pla-
ku. Proinflamatorni citokini (npr. TNF-a) aktiviraju
endotelne stanice za ekspresiju adhezijskih molekula
ICAM-1 (intercellules adhesion mollecule 1), VCAM-1
(vascular adhesion mollecule 1) i E-selektin koji pro-
moviraju migraciju T-limfocita). Neoangiogeneza pod
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SL. 2. Stanicna patogeneza PsA

kontrolom je VEGF (Vascular Endotel Growing Fac-
tor), angiopoetina-1 i -2, TGF-p (Tumor Growing Fac-
tor) i PDGF (sl. 2).

SpA se pojavljuju ponajprije u genetski predisponira-
nih osoba (naj¢esée s B27 pozitivnim HLA nalazom)
uz neke druge provokativne cinitelje koji imaju vaz-
nu ulogu u klini¢koj manifestaciji bolesti. Ponekad je
tesko odvojiti pojedine bolesti jer moze biti izrazeno
preklapanje dvije ili vise bolesti. Entezitis je promje-
na karakteristi¢na za sve oblike SpA. Sli¢no vrijedi za
ekstraartikularne manifestacije, kao npr. o¢ne promje-
ne (konjunktivitis i uveitis se vidaju u 1/3 bolesnika
s PsA), sréane smetnje (aortna insuficijencija, infarkt
miokarda, i sl.), upalne bolesti crijeva, upale genitouri-
narnog sustava (2).

Klinicka slika

Psorijati¢ni artritis (PsA) je kroni¢na upalna artropa-
tija koja moze zahvatiti periferne zglobove i aksijalni
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skelet. Registrira se u 7 % do 42 % pacijenata s koznom
psorijazom (1). Zglobne i kozne promjene se istodob-
no javljaju u oko 20 % oboljelih. U oko 15 % slu¢ajeva
promjene na zglobovima mogu godinama prethoditi
pojavi koznih promjena (1,2).

Bolest se manifestira bolom i zako¢eno§¢u u zahva-
¢enim zglobovima i kraljeznici. Vaznu ulogu ima ge-
netska predispozicija (prisutnost B27 udruzen je s
aksijalnim oblikom bolesti, a DR4 sa simetri¢nim po-
liartikularnim oblikom koji podsje¢a na reumatoid-
ni artritis). Antigeni koji se takoder mogu povezati s
psorijati¢nim artritisom uz navedene mogu biti: DR7,
B13,B17, Bw38, Bw39, Cw6... Srodnici u prvom kolje-
nu imaju 40-50 % rizik od obolijevanja, dok je u jedno-
jaj¢anih blizanaca rizik 70 % (3,4). PsA se obi¢no po-
javljuje u dobi od 30 do 50 godina, no moze se javiti ve¢
u djetinjstvu. Podjednako se ¢esto javlja i u muskaraca
iuZena (1,3).

PsA se klinicki moze manifestirati razli¢itim oblici-
ma. Podjela prema Mollu i Wrightu razlikuje: oligoar-
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tikularni oblik, tipi¢an oblik, tj. asimetri¢no zahvacanje
distalnih interfalangealnih zglobova (DIP) uz promje-
ne na noktima, mutiliraju¢i oblik artritisa, simetri¢ni
poliartritis (klini¢ki slican reumatoidnom artritisu) i
psoriati¢ni spondiloartritis koji se javlja u 5 % pacije-
nata s psorijaticnim artritisom (karakteristican je ra-
diologki nalaz na aksijalnom skeletu i sakroilijakalnim
zglobovima) (1,5-7).

U Klini¢koj slici dominiraju bol, oteklina i zakoc¢enost
jednog ili vi$e zglobova, pri ¢emu su zglobovi najcesce
asimetri¢no zahvaceni. Jutarnja zakocenost (JZ) $aka
trajanja viSe od 30 minuta izraZena je u vise od 50 %
bolesnika. Tipi¢na je pojava tzv. “kobasicasti prst”. Radi
se o daktilitisu, tj. oteklini mekih struktura tako da prst
nalikuje na kobasicu. Karakteristika SpA je da su upal-
nim promjenama zahvaceni zglobovi donjih ekstre-
miteta (koljena, gleznjevi, hvatiste tetive kvadricepsa
i Ahilove tetive ili plantarne fascije). U psorijati¢cnom
artritisu mozZe se javiti bol u podruéju sakroilijakalnih
zglobova kao rezultat sakroileitisa, koji je najcesce asi-
metri¢an. Entenzitisi su karakteristicna promjena za
PsA (sl. 3). To su upalne promjene na hvatistu tetiva
i ligamenata za kost (3,4,8). Entenzitis je u bolesnika s
PsA u vise od 50 % sluc¢ajeva je asimptomatican (1,2,8).
Klini¢ki se entenzitis manifestira bolovima na mjestu
hvatista zahvacenih tetiva: peta, veliki trohanter, zdje-
lica, potiljak, i sl.

Bolest je karakterizirana fazama egzarcerbacije i remi-
sija. U 84 % pacijenata izrazen je umjereno negativan
ucinak na aktivnosti u svakodnevnom zZivotu, 40 % do
50 % pacijenata ima znakove destrukcije na konvenci-
onalnom radiogramu (1,2). Teski oblik onesposoblje-
nosti razvije 15 % do 30 % bolesnika s PsA (1,2). Losi
prognosticki ¢imbenici su: poliartikularni pocetak bo-
lesti, tj. viSe od 5 otecenih zglobova tijekom prvog pre-
gleda, poviSeni reaktanti upale (SE, CRP), brzi razvoj
erozivnih promjena, neucinkovitost inicijalne terapije.
Losiju prognozu imaju osobe - nositelji B27, DR7 i B39,
DQw3. Prisutnost B22 ima bolju prognozu (1,2,8).

Promjene na zglobovima koje otkrijemo konvencio-
nalnim radiogramom definitivne su i vode u invalid-
nost (sl. 4).

Nove metode slikovnog prikaza, ukljuc¢uju¢i tu ul-
trazvuk, MR (magnetsku rezonanciju) i MSCT (ma-
gnetsku kompjutorsku tomografiju) mogu pomodi u
otkrivanju ranih promjena na perifernim zglobovi-
ma i mekim strukturama. Ultrazvuk je metoda izbo-
ra za proucavanje upalne aktivnosti koja zahvac¢a meke
strukture. Primjenom ultrazvuka moguca je detekci-
ja ranih promjena (edema, zadebljanja) kao i kasnih
promjena (erozije i entenzofiti). Njegovom primjenom
upotpunjuje se klini¢ka dijagnostika, jer se radi o jed-
nostavnoj, brzoj, neskodljivoj i jeftinoj metodi. Danas

SL 3. Tipican radioloski nalaz (tzv. “pencil and cup” promjene
na distalnim falangama).

SL. 4. Ultrazvucni nalaz (drugi metakarpofalangealni zglob de-
sne Sake), sinovitis uz pocetne promjene na kostanom dijelu.

se naglagava vaznost rane dijagnoze, lije¢enja i pracenja
ucinkovitosti primijenjene terapije u bolesnika s psori-
jatiénim artritisom. Rana dijagnostika podrazumijeva
rano otkrivanje sinovitisa i entenzitisa. WBMRI (Who-
le-Body MRI) je obec¢avajuc¢a nova slikovna metoda za
evaluaciju entenzitisa u pacijenata s PsA i axASpA, ali
su prije klinicke primjene potrebna jo$ neka dodatna
istrazivanja (1,2,8-10).

Ultrazvuk ima veliku vaznost u pra¢enju aktivnosti bo-
lesti sa ciljem prevencije strukturnih o$tecenja. Remi-
siju se moze ¢vrstom kontrolom (“tight control”) paci-
jenta, te detekcijom minimalne upalne aktivnosti kao
i ranom primjenom lijekova koji modificiraju bolest.
Klini¢ka remisija se ne podudara uvijek s potpunom
odsutno$éu upale koja se moze detektirati ultrazvu-
kom. Cesto se ultrazvukom uodava sinovitis u paci-
jenata koji su u “klini¢koj remisiji’, a to je povezano s
logijim klini¢kim i funkcijskim ishodom. Prethodno
navedeno je snazan argument da ultrazvuk postane
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Tablica 1.

CASPAR (ClASsification criteria for Psoriatic ARthritis) kri-
teriji za rano otkrivanje PsA

Upalna zglobna bolest (zglobovi, kraljeznica ili enteze) i
najmanje 3 od sljedecega:

Psorijaza sadasnja (PS) 2 boda
Ps - osobna anamneza 1 bod
Ps- obiteljska anamneza 1 bod
Distrofija nokata 1 bod
Daktilitis (sada ili ranije) 1 bod
Jukstaartikularno stvaranje nove kosti

(rdg Saka i stopala) 1 bod
Negativan reumatoidni faktor 1 bod

e Senzitivnost - 91,4 %, specificnost - 98,7 %.

e Osjetljivi u ranom PsA i to¢ni su u postavljanju
dijagnoze koji dolaze lije€nicima obiteljske medicine.

e Entenzitisi su karakteristicna promjena za PsA (to su
upalne promjene na hvatistu tetiva i ligamenata za
kost).

Tablica 2.
Lijekovi koji modificiraju bolest za PsA
Lijek Artritis Koza
SULFASALAZIN | Grani¢no (blago) |Nema
METOTREKSAT | Pobolj$anje Pobolj$anje koznih
lije¢nikove promjena
globalne procjene
CIKLOSPORIN Grani¢no (blago) |Dobro
(SAZETAK)
SOLI ZLATA Grani¢no Nema
AZATIOPRIN Grani¢no Nema
LEFLUNOMID PsARC 59 % Medijano PASI
ACR20 36,3 % poboljsanje 23,8 %
Tablica 3.

Bioloski agensi koji ciljaju na specificne komponente imuno-
loskog odgovora.

Tip Lijek
ADALIMUMAB
Anti-TNF monoklonska INFLIKSIMAB
antitijela GOLIMUMAB
Solubilni TNF receptor ETANERCEPT

dio uobicajenog dijagnostickog postupka u bolesnika s
upalnom reumatskom bolesti i na taj nacin prevenirati
logiji ishod u tih bolesti (9,11,12).

Lije¢enje PsA ukljutuje istodobno lije¢enje koznih i
zglobnih promjena pa je pozeljna primjena lijekova
koji su uc¢inkoviti i za kozu i za zglobove (tablica 2). U
lije¢enju zglobnih promjena koriste se NSAR, DMARD
kao $to je MTX, leflunomid i sulfasalazin, te u novije
vrijeme biologki agensi (1,2,11,12,13) (tablica 3).

114

Acta2_2015 KB.indd 114

Nesteroidni antireumatici djeluju protuupalno i tako
smanjuju bol. Najées¢e su prvi lijek izbora. Nemaju
utjecaj na tijek bolesti i ne preveniraju strukturna (ko-
$tana) oStecenja. U sluc¢ajevima kada su izrazeni kli-
ni¢ki znakovi sistemske upale primjenjuju se gluko-
kortikoidi sistemski. Ce$¢e ih dajemo lokalno u bolne
zglobove i enteze. Indikacija za primjenu bioloskih lije-
kova su teski oblici PsA i prethodna neudinkovitost na
primjenu MTX-a, leflunomida i protuupalnih lijekova
(1,2,5,12-16).

Anti-TNF alfa lijekovi su znacajni iskorak u lije¢enju
upalnih reumatskih bolesti, pa tako i psorijati¢nog ar-
tritisa. No, valja napomenu, da se, iako rijetko, moze
uociti neke tzv. neocekivane, paradoksne uéinke lijece-
nja tom skupinom biologkih lijekova, kao npr. psorija-
tiformne promjene po kozi, uveitisi ili granulomatozne
bolesti (sarkoidoza ili Crohnova bolest) (19). Iz naseg
iskustva mozemo navesti pojavu pustoloznih promje-
na po dlanovima i tabanima pacijentice s ankilozan-
tnim spondilitisom koja je se lije¢i anti-TNF-alfa tera-
pijom. Promjene su blage uz dobar odgovor na lokalnu
terapiju. Pacijentica je nastavila svojom bioloskom te-
rapijom.

Druga linija lijecenja je sustavna primjena glukokorti-
koida, primjena derivata retinoi¢ne kiseline, fotokemo-
terapija s MTX, fizikalna terapija kao nadopuna medi-
kamentnoj terapiji, te rekonstruktivna kirurgija.

ZAKLJUCAK

PsA je i dalje izazovna bolest. Postojeci su lijekovi
ucinkoviti, ali ne mogu izlije¢iti bolest. Nove strategi-
je trebaju poboljsati ishod lije¢enja uvazavajuci hetero-
genost bolesti. Potrebno je naglasiti kolika je vaznost
timskog pristupa reumatologa i dermatologa u ranoj
dijagnostici i lije¢enju bolesnika s PsA da bi se posti-
gli optimalni rezultati i sprijecila invalidnost bolesnika.
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SUMMARY

WHAT SHOULD BE KNOWN ABOUT PSORIATIC ARTHRITIS?
T.KEHLER and L. CABRIJAN!

Thalassotherapia, Opatija and ' University of Rijeka, School of Medicine,
Chair of Rehabilitation Medicine, Rijeka, Croatia

Psoriatic arthritis (PsA) is chronic inflammatory arthropathy of peripheral joints and axial sceleton, occurring in 7% to 42% of
patients with psoriasis. Arthritis might precede skin psoriatic lesion lesion in 13% to 17% cases. Patients present with pain and
stiffness of the affected joins. A genetic factors play an important role (B27 has been associated with axial form, and DR4 with
peripheral polyarticular form of PsA). Enthesopathy is a hallmark feature of PsA. It is an inflammation at the sites where tendons
and ligaments attach to the bone. Extra-articular manifestations of disease are conjuctivitis and uveitis (occur in up to 1/3 of pa-
tients with PsA), heart disorder (aortic insufficiency), gut inflammation, urogenital inflammation.

Treatment of PsA includes therapies for boths the skin and the joint disease. The treatment for the joint disease includes using
NSAR (nonsteroidal anti-inflammatory drugs), DMARDs (Disease-Modifying Antirheumatic Drugs) such as methotrexat (MTX),
leflunomid, sulfasalasin and biological agents. Second-line therapy are: systemic glucocorticoids, retinoic acid derivatives/etreti-
nate, photochemoterapy with MTX, physical therapy as an adjunct to drug therapy, and reconstructive surgery.

The most important is that rheumatologist and dermatologist need to have some approach in management of PsA for optimal
results.

Key word: spondyloarthritis, arthritis psoriatica, psoriasis
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In memoriam

PROF. DR. SC. LUKA KOVACIC
1940. - 2015.

Dne 24.travnja 2015. u 12:30 sati opro-
stili smo se u ime Akademije medicin-
skih znanosti Hrvatske ispred mrtva¢-
nice na Mirogoju s tugom i sveopéim
postovanjem od naSeg uglednog ¢lana,
profesora dr. sc. Luke Kovacic¢a, umirov-
ljenog profesora Medicinskog fakulteta
Sveucili$ta u Zagrebu i bivéeg direktora
Skole narodnog zdravlja “Andrija Stam-
par”. Profesor Kovaci¢ je bio redovni
¢lan AMZH od 1994; u Akademiji je
bio dugogodisnji predsjednik Kolegija
javnog zdravstva, a posljednjih godina
i tajnik Senata AMZH.

Cijeli svoj radni vijek radio je i djelovao na Medicin-
skom fakultetu u Zagrebu u okviru Skole narodnog
zdravlja "Andrija Stampar" kao dosljedni promicatelj
javno-zdravstvene doktrine njezina osnivaca Stampa-
ra. Njegov najve¢i doprinos je prakti¢na implementa-
cija te doktrine u svakodnevni rad hrvatske zdravstve-
ne sluzbe i $ire. Pamtit ¢emo ga kao vrlo samozatajnog,
dobrog i plemenitog ¢ovjeka, dragog kolegu gandijev-
skih osobina uporne i efikasne aktivnosti.

Roden je u Durdevcu 13. listopada 1940., diplomi-
rao 1965. na Medicinskom fakultetu u Zagrebu, gdje
je 1967/68. zavrsio poslijediplomski studij iz javnog
zdravstva, a 1972. godine postao magistar znanosti.
Specijalisti¢ki ispit iz socijalne medicine s organizaci-
jom zdravstvene zastite polozio je1974.,a doktorat me-
dicinskih znanosti obranio 1983. godine na Medicin-
skom fakultetu u Zagrebu.

Usavrsavao se u 1968. u SAD-u, na seminaru za teren-
ska istrazivanja, a 1971. godine boravio je $est mjese-
ci na poslijediplomskom usavrsavanju iz organizacije
zdravstvene zastite i epidemiologije kroni¢nih bolesti
na Skoli narodnog zdravlja Johns Hopkins fakulteta u
Baltmoreu, SAD. Na zagrebackom Medicinskom fa-
kultetu, u Skoli narodnog zdravlja “Andrija Stampar”
radi od 1965. godine kao sveucili$ni nastavnik u Ka-
tedri za socijalnu medicinu i organizaciju zdravstvene
sluzbe, od 1969. godine je asistent, 1984. docent, 1988.
izvanredni i 2003. godine redoviti profesor za predmet
Socijalna medicina i organizacija zdravstvene zasti-
te i zdravstvena ekonomika. Od 1990. do 2002. godi-
ne procelnik je Katedre za higijenu, socijalnu medicinu
i epidemiologiju, kasnije Katedre za socijalnu medici-
nu i organizaciju zdravstvene sluzbe. Zamjenik je di-
rektora od 1989. do 2005., a od 2005. do 2006. godi-
ne direktor Skole narodnog zdravlja “Andrija Stampar”

0Od 1984. do 2006. godine bio je voditel;
poslijediplomske nastave Javnog zdrav-
stva, te nositelj nekoliko predmeta u po-
slijediplomskim studijima.

Njegov znanstveni i nastavni interes
obuhvacao je socijalnu medicinu, or-
ganizaciju zdravstvene sluzbe i javno
zdravstvo. Veliko je iskustvo stekao u te-
renskim epidemioloskim istrazivanjima
kroni¢nih nezaraznih bolesti, kori$tenja
zdravstvene zastite, zdravlja starih lju-
di, operativnih istrazivanja u javnom
zdravstvu, primarnoj zdravstvenoj za-
§titi 1 nastavnoj tehnologiji. Aktivno je sudjelovao na
mnogim medunarodnim skupovima, seminarima i
$kolama. Osobito se istakao organizacijom i sudjelo-
vanjem na mnogobrojnim domacim i medunarodnim
znanstvenim i stru¢nim skupovima iz podruéja javnog
zdravstva i organizacije zdravstvene zastite, gdje je ste-
kao visok ugled i postovanje u Hrvatskoj i inozemstvu,
a time dao svoj obol hrvatskoj medicini. Bio je ¢lan Eu-
ropskog drustva za javno zdravstvo (¢lan Znanstvenog
odbora), ¢clan Europske mreze zdravstvenih regija “Tip-
ping the Balance Toward Primary Health Care” (T'TB)
od 1987. godine, a od 1997. do 2006. godine i predsje-
davaju¢i Upravnog odbora i Skupstine. Takoder je bio
¢lan Upravnog odbora Europske mreZe za multiprofe-
sionalnu edukaciju (EMPE).

Objavio vise od 170 znanstvenih i stru¢nih radova iz
podrudja javnog zdravstva, socijalne medicine, orga-
nizacije zdravstvene zastite i epidemiologije, od toga
znacajan broj radova u CC ¢asopisima i drugim indek-
snim ¢asopisima. Objavio je viSe nastavnih tekstova iz
podrugja socijalne medicine i organizacije zdravstve-
ne zastite, te bio urednikom 3 udzbenika (1 na engle-
skom jeziku).

Svojim upornim i nesebi¢nim radom gotovo do za-
dnjeg trenutka uvelike je doprinosio radu Senata i
Predsjednistva AMZH. Pamtit ¢emo ga kao pozrtvov-
nog i dragog kolegu i prijatelja, kojemu je na prvom
mjestu bio osjec¢aj obveze prema humanom medicin-
skom pozivu i narodu kojem je pripadao.

Neka mu je vje¢na hvala i slava!

Prof. dr. sc. MLADEN BELICZA

Tajnik Senata AMZH
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UPUTE AUTORIMA

Casopis ACTA MEDICA CROATICA objavljuje
uvodnike, izvorne radove, preglede, klini¢ka zapazanja,
osvrte, primjere iz kontinuirane medicinske edukacije,
sazetke radova s kongresa i simpozija, pisma uredni$tvu,
prikaze knjiga i drugo. Objavljuje i tematske brojeve
Casopisa uz gosta-urednika. Prihvacanje kategoriziranog
¢lanka obvezuje autora da isti ¢lanak ne smije objaviti na
drugome mjestu bez dozvole Urednistva.

Upute autorima u skladu su s tekstom “International Com-
mittee of Medical Journals of Editors. Uniform Re-quire-
ments for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
(N Engl ] Med 1997; 336: 305-15)

Oprema rukopisa

Clanci i svi prilozi dostavljaju se na hrvatskom jeziku u tri
istovjetna primjerka i na CD/DVD u Wordu. Rad ne smi-
je imati viSe od 20 stranica, tipkanih dvostrukim proredom
(najviSe 30 redaka na jednoj stranici). S obje strane teksta
valja ostaviti bijeli rub $irine 3,6 cm.

Izvorni radovi sadrze ove dijelove: uvod, cilj rada, metode
rada, rezultati, rasprava i zakljucci. Uvod je kratak i jasan
prikaz problema, cilj sadrzi kratak opis svrhe istrazivanja.
Metode se prikazuju tako da ¢itatelju omoguce ponavljanje
opisana istrazivanja. Poznate se metode ne opisuju, nego se
navode izvorni literaturni podatci. Ako se navode lijekovi,
rabe se njihova generitka imena (u zagradi se moZe nave-
sti njihovo tvorni¢ko ime). Rezultate treba prikazati jasno i
logic¢ki, a njihovu znacajnost potvrditi odgovaraju¢im stati-
stickim metodama. U raspravi se tumace dobiveni rezulta-
ti i usporeduju s postoje¢im spoznajama na tom podruéju.
Zaklju¢ci moraju odgovoriti postavljenom cilju rada.
Naslov rada, puna imena i prezimena autora, ustanova u
kojoj je rad napravljen te adresa prvoga autora dostavljaju
se na posebnom listu papira.

Sazetak na hrvatskom jeziku prilaze se u obimu od najvise
200 rije¢i na posebnom listu papira.

Prilog radu je i prosireni strukturirani sazetak (cilj, me-
tode, rezultati, rasprava, zaklju¢ak) na engleskom jeziku
(Summary) (500-600 rijeci) uz naslov rada, inicijale ime-
na i prezime autora te naziv ustanova na engleskom jeziku.
Ispod sazetka (i summary-a) navode se klju¢ne rije¢i koje
su bitne za brzu identifikaciju i klasifikaciju sadrzaja rada.
Tablice se prikazuju na posebnom listu papira. Moraju
imati redni broj koji ih povezuje s tekstom i naslov. Svaka
slika treba imati svoj redni broj prema redoslijedu kojim se
pojavljuje u tekstu i ime prvog autora rada. Opis slika (le-
genda) tiska se takoder na posebnom listu papira prema
svom rednom broju. Fotografije se primaju crno-bijele na
sjajnom papiru. CrteZi se mogu izraditi tu$em na bijelom
papiru ili otisnuti na ra¢unalnom laserskom ili tintnom
$tampacu grafickim tehnikama visoke rezolucije.

Popis literature piSe se na posebnom papiru s rednim bro-
jevima prema redoslijedu kojim se citat pojavljuje u tekstu.
Literatura se citira prema dogovoru postignutom u Vanco-

uveru, a za naslove asopisa treba rabiti kraticu navedenu
u Index medicus/Medline/Pubmed. Uz rad je obvezno pri-
loziti izjavu o suglasnosti koautora o publiciranju rada te o
nepostojanju uskoba interesa.

Clanak u ¢asopisu (navedite sve autore ako ih je 6 ili manje;
ako ih je 7 ili vi$e, navedite prva tri i dodajte: i sur.
Smerdelj M, Pe¢ina M, Has$pl M. Surgical treatment of in-
fected knee contracture after war injury. Acta Med Croati-
ca 2000; 53: 151-5.
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for the European Science Foundation. Oxford: M. Rober-
tson, 1983.

Poglavlje u knjizi

Weinstein I, Swartz MN. Pathogenic properties of invading
microorganisms. U: Sodeman WA, ur. Pathologic physio-
logy: mechanism of disease. Philadelphia: WB Saunders,
1974,457-72.

Disertacija ili magistarski rad

Cigula M. Aktivnosti nekih enzima u humanom serumu
kao pokazatelji apsorpcije zive (disertacija). Zagreb: Medi-
cinski fakultet, 1987, str. 127.

Citiranje literature objavljene u elektroni¢kom formatu
Hoffman DI, St John's Wort. 1995; [4 stranice]. Dostupno
na URL adresi: http://www.healthy.net/library/books/ho-
man/materiamedical/stjhns.htm. Datum pristupa infor-
maciji: 16. srpnja 1998.

Morse SS. Factors in the emergence of infectious disease.
Emrg Infect Dis [elektronicki ¢asopis na internetu] 1995;
[24 ekrana/stranice] Dostupno na URL adresi: http: //
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Knjiga na CD-ROM-u

The Oxford English dictionary [knjiga na CD-ROM-u]. IL.
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[¢asopis na CD-ROM-u]. 1995; 52: 900-1.

Softver (program)
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Radovi se $alju na adresu Uredni$tva casopisa. Urednicki
odbor $alje prispjeli rad na anonimnu recenziju (dva re-
cenzenta). Ako recenzent predlozi promjene ili dopune
rada, kopija recenzije dostavlja se autoru radi konacne od-
luke i ispravka teksta. Autor dobiva probni otisak rada na
korekturu.

Urednistvo ne mora radove objavljivati onim redom kojim
pristizu. Rukopisi se ne vracaju.
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