B=|MS3LM)

01-2021/v.2.

Odredivanje antinuklearnih antitijela (ANA):
Nacionalne preporuke Hrvatskog drustva za

medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu

Andrea TesSija Kuna, Lovorka Derek,
Vedrana Drvar, Ana Kozmar, Katarina Gugo

Zagreb, sijecanj 2022.

© Sva prava pridrzana. Ovaj dokument je zasti¢en autorskim pravima i ne smije se u cijelosti
niti djelomi¢no umnazati, pohranjivati niti prenositi, u bilo kojem obliku i na bilo koji nacin bez
privole izdavac¢a (HDMBLM).



Naslov:

Odredivanje antinuklearnih antitijela (ANA): Nacionalne preporuke Hrvatskog drustva za medicinsku biokemiju i laboratorijsku
medicinu

Autori:

Andrea Tesija Kuna, Lovorka Derek, Vedrana Drvar, Ana Kozmar, Katarina Gugo

Izdavac:

Hrvatsko drustvo za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu (HDMBLM)

Prijevod:
Andrea Tesija Kuna, Lovorka Derek, Vedrana Drvar, Ana Kozmar, Katarina Gugo

Ovaj dokument je prijevod clanka objavljenog u casopisu Biochemia Medica: Assessment of antinuclear antibodies (ANA): National
recommendations on behalf of the Croatian society of medical biochemistry and laboratory medicine (Zagreb) 2021;31(2):020502.

Korektura:

Andrea Tesija Kuna, Lovorka Derek, Vedrana Drvar, Ana Kozmar, Katarina Gugo

Graficko oblikovanje:

Maja Mravec, Brace Radic¢a 107, Mraclin

ISBN: 978-953-96611-4-2



01-2021/v.2.

Odredivanje antinuklearnih antitijela (ANA):
Nacionalne preporuke Hrvatskog drustva za

medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu

Andrea Tesija Kuna Ana Kozmar

Klini¢ki zavod za kemiju, Klini¢ki zavod za laboratorijsku
Klinicki bolnicki centar Sestre dijagnostiku, Klinicki bolnicki
milosrdnice, Zagreb centar Zagreb, Zagreb

Lovorka Perek Katarina Gugo

Klini¢ki zavod za laboratorijsku Zavod za medicinsko laboratorijsku
dijagnostiku, Klinicka bolnica dijagnostiku, Klinicki bolnicki
Dubrava, Zagreb centar Split, Split

Vedrana Drvar

Klini¢ki zavod za laboratorijsku
dijagnostiku, Klinicki bolnicki
centar Rijeka, Rijeka

Zagreb, sijecanj 2022.



01-2021/v.1. Odredivanje antinuklearnih antitijela (ANA)

SADRZA)

L0 0 e 4
T.PRIJEANALITICKA FAZA . otttttiitttttuitetttuteeetuneeeeenueeeeesuseeeassseeeessseseessseseessneeees 6
Indikacije za ANA RO IraN . . oottt e e e e e 6
Vrsta Uzorka i Stabilnost . .. ..o e 7
Provodenje kontrole Kvalitete ... ... e e e e e e e 7
RaCioNalni @lgoritam .. ..o e e e e 9
2 ANALITICKA FAZA ..t ittittee e teeeaeenssssssassasssssssssassasssssssssasssssssssnsssssssssnssnssnsns 11
ANA MEEOAE PrODIIa . . .ttt ettt et e et e e e ettt ettt e e e e e e il
ANA specifiéni testovi (UKGUCUJUC ENA) . . ..ottt e ettt ettt e e e ettt e 14
ANtitijela Na DN A L e e e 14
L0 LT =T €T3 Ve 1P 15
3. POSLIJEANALITICKA FAZA . o tttttittetneseeeaesassssssassasssssssssasssssssssnsssssssssnssnssssssns 16
LIV 21 = 16
SPECIHIKACH A ANTIG NG . . o\ttt ettt et et e e e e e 16
(1T T =T 110 = 17
LCT - Yo (el F= IR =T [T 1 17
PriM N ENE MO ..ottt e e e e e e 18
KOmMeNtari N NAIAZU . .. ..o e e e 18
Ponavljanje ANA 1o iran]a . . ...ttt e e 18
ZAKLJUCAK .o initieneeneneeneeeeneeasaeensaesasansnsensasessassassssnsensasensnssnsnssnsessnsensnssnnnns 20
LITERATUR A . .ttt tiiitiiittiitteineenaesenaeesasessscssnsssassssssssnsessssssnsessssssssssasssnsssnscans 21
PRILOG T 4t iitiiittiitteieetenaeenaeeenacenncesncessncesncssnssssnsssnsessnsssnsssnssssnsssasssnsssnnsans 25
Tablica A. Nazivlje NAaNAlAZU. . ... ..o e et e e e e 25
Tablica B. ICAP nazivlje za opis obrasca fluorescencije i pripadajudi klinicki znacaj. ...........coviiiiiiiiiiiiiinnenn, 25
PRILOG 2 .o iitiiittiittiineeenneenaeeenaesnseesnsssnsssossssanssnssssssesssssnssssscssnnssnssssnsssnnsans 27

Komentari pristigli tijekom javne rasprave i recenzije Povjerenstva za stru¢na pitanja Hrvatske komore medicinskih
DIOKEMICAra . . ..t 27

Zagreb, sijecanj 2022.
2




01-2021/v.2.

Odredivanje antinuklearnih antitijela (ANA)

SAZETAK

Antinuklearna antitijela (ANA) predstavljaju obitelj autoantitijela
usmjerenih na razlicite stanicne strukture i karakteristicna su znacaj-
ka podskupine sistemskih upalnih autoimunih reumatskih bolesti pod
nazivom bolesti vezivnog tkiva (BVT; engl. Connective Tissue Diseases
(CTD)). Zlatni standard za odredivanje ANA je indirektna imunofluo-
rescencija (IIF) na supstratu stani¢ne linije humanog epidermoidnog
karcinoma larinksa tip 2 (HEp-2 stanice), no s povecanim zahtjevima za
ANA testiranjem, pojavile su se nove automatizirane metode $to omo-
gucava testiranje laboratorijskim djelatnicima koji su manje iskusni u
ovom specifichom podrucju laboratorijske dijagnostike. Radna grupa
za laboratorijsku dijagnostiku autoimunih bolesti, kao dio Povjerenstva
za znanstveno-strucni razvoj Hrvatskog drustva za medicinsku bioke-
miju i laboratorijsku medicinu (HDMBLM) objavila je rezultate ankete
koja je obuhvacala pitanja o opcem pristupu laboratorijskoj dijagnostici
autoimunih bolesti u Hrvatskoj. Rezultati su pokazali veliku raznolikost
u izvedbi odredivanja autoantitijela kao i izvjeStavanju rezultata Sto je

ukazalo na potrebu za izradom preporuka za odredivanje ANA koje bi
pomogle u harmonizaciji dijagnostike sistemskih autoimunih reumat-
skih bolesti u Hrvatskoj.

Ovaj dokument obuhvaca dvadeset i sedam preporuka za ANA testira-
nje s osvrtom na indikacije za ANA testiranje, probleme prijeanaliticke,
analiticke i poslijeanaliticke faze, ukljucujudi i racionalni algoritam kao
i osiguranje kvalitete.

Ove preporuke se temelje na relevantnim medunarodnim preporuka-
ma i smjernicama za ANA testiranje, kao i ostaloj relevantnoj literaturi i
trebale bi doprinijeti harmonizaciji pristupa ANA testiranju kao i pojas-
njenju razlicitosti u interpretaciji rezultata dobivenih koristenjem razli-
(itih metoda odredivanja.

Kljucne rijedi: antinuklearna antitijela; autoimunost; preporuke; har-
monizacija

Zagreb, sijecanj 2022.
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uvoD

Autoantitijela su najvaznija znacajka autoimu-
nosti medu kojima antinuklearna antitijela
(ANA) povijesno imaju srediSnju ulogu (1,2).
Antinuklearna antitijela obuhvacaju heteroge-
nu skupinu autoantitijela usmjerenih prema
unutarstani¢nim antigenima u raznim stanic-
nim odjeljcima, ukljuCujudi sastavnice jezgre
(kromatin, nukleole i nukleoplazma), jezgrine
ovojnice, mitotskog aparata i citosola (1). Ra-
stuci broj novo opisanih ciljnih autoantigena
kao i njihove uloge u odredenim autoimunim
bolestima rezultiralo je neprestanim Sirenjem
panela testova s prate¢im razvojem metoda i
analitickih sustava u ovom specifitnom podru¢-
ju laboratorijske dijagnostike. Nazalost, nedo-
statak ovog trenda je izrazita heterogenost u
koristenom nazivlju, algoritmima za ANA testi-
ranje, analiti¢ckoj metodologiji, izvjestavanju re-
zultata i njihovoj interpretaciji. Rezultati ankete
Radne grupe (RG) za laboratorijsku dijagnosti-
ku autoimunih bolesti Hrvatskog drustva za
medicinsku biokemiju i laboratorijsku medici-
nu (HDMBLM) potvrdili su heterogenost medu
medicinsko-biokemijskim laboratorijima u Hr-
vatskoj i potaknuli su izradu prvih nacionalnih
preporuka za odredivanje ANA (3).

Nacionalne preporuke temelje se na meduna-
rodnim preporukama za odredivanje antinu-
klearnih antitijela koje je izdala Europska inici-
jativa za standardizaciju u autoimunosti (engl.
European Autoimmunity Standardisation Initia-
tive - EASI) i odnose se na probleme prijeanali-
ticke (ukljucujudi racionalni algoritam) i anali-
ticke faze te posebno na izvjestavanje i inter-
pretaciju rezultata (1).

Antinuklearna antitijela klju¢no su obiljezje
podskupine sistemskih upalnih autoimunih re-
umatskih bolesti (engl. Systemic Autoimmune
Rheumatic Diseases - SARD) pod nazivom bole-
sti vezivnog tkiva (BVT; engl. Connective Tissue
Diseases - CTD) koje ukljucuju: sistemski eri-

Zagreb, sijecanj 2022.

temski lupus (engl. Systemic Lupus Erythemato-
sus - SLE), primarni Sjogrenov sindrom (engl.
Sjégren Syndrome - SjS), sistemsku sklerozu
(skleroderma, engl. Systemic Sclerosis - SSc), idi-
opatske upalne miopatije (engl. Idiopathic In-
flammatory Myopathies - [IM), mijeSanu bolest
vezivnog tkiva (MBVT, engl. Mixed Connective
tissue Disease - MCTD) i sindrome preklapanja
(4-6). Antinuklearna antitijela predstavljaju kla-
sifikacijske kriterije vecine BVT, a jedan su od
temeljnih seroloskih biljega za dijagnozu auto-
imunog hepatitisa tipa | (AlH tip I) kao organ-
specifitne autoimune bolesti i potvrdeni fak-
tor rizika za razvoj uveitisa u bolesnika s juve-
nilnim idiopatskim artritisom (JIA) (7,8).

Nazivlje ANA specificnih antitijela potjece od
biokemijskih svojstava ciljnog antigena (npr.
anti-dsDNA), naziva povezane bolesti (npr.
anti-SS-A, kao antigena A povezanog sa
Sjogrenovim sindromom (SjS)) ili imena prvog
bolesnika (npr. anti-Sm od Smith). Unutar ANA
obitelji, skupina u fizioloskoj otopini topljivih
makromolekula koje se mogu ekstrahirati iz
jezgre, obuhvacena je pojmom ekstraktibilni
nuklearni antigeni (ENA). Sest antigena koji su
obuhvaceni nazivom ENA su: SS-A (Ro60), SS-B
(La), Sm, RNP, Scl-70 i Jo-1. Osim jezgrinih, ovaj
pojam se odnosi i na citoplazmatske proteine,
stoga nomenklatura nije u potpunosti to¢na.
Takoder, u svjetlu stalnog Sirenja spektra
klinicki relevantnih autoantitijela, ovaj pojam
je zastario, ali je jo$ uvijek u Sirokoj uporabi od
strane klinicara (1).

U prisutnosti pozitivnih ANA, preporucuje se
testiranje na specifitna autoantitijela unutar
ANA obitelji za koja se zna da su povezana s
odredenim BVT u smislu klini¢ke dijagnoze, ka-
tegorizacije podsindroma, prognoze ili indika-
cije razvoja preklapajucih sindroma. Zbog nji-
hove prisutnosti godinama prije pojave evi-
dentne bolesti, ova antitijela mogu pruziti ko-
risne prognosticke informacije o klinickom tije-
ku ili komplikacijama (9-19). Najrelevantnije
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ANA specificnosti s ovakvim karakteristikama
prikazane su u Tablici 1. Nedavno je u idiopat-
skim upalnim miopatijama identificiran vedi
broj autoantitijela specifi¢cnih za miozitis (engl.
Myositis specific antibodies - MSA) i autoantitije-
la povezanih s miozitisom (engl. Myositis asso-
ciated antibodies - MAA), koja su korisna za
podklasifikaciju fenotipova, predvidanje pro-
gnoze i donosenje odluke o nacinu lijecenja.
Slijedom toga, brojne linijske imunoblot meto-
de (engl. Line immunoassay - LIA) postale su

komercijalno dostupne a sastoje se od razlici-
tih panela MSA i MAA kako bi se postigla veca
osjetljivost jer je vecina autoantitijela tih pane-
la vrlo specifi¢na, ali prisutna u samo do 20%
bolesnika (20-22).

Autoantitijela koja se nalaze u serumu bolesni-
ka s autoimunom boles¢u su visoko avidna pa-
togena autoantitijela IgG izotipa (10). lako IgA i
IgM izotipovi takoder mogu biti prisutni, njiho-
va povezanost s BVT je manje specifi¢tna u us-
poredbi s IgG izotipom (9).

Tasuica 1. Klini¢ki najrelevantnija autoantitijela u bolestima vezivnog tkiva

Autoantitijelo Ucestalost u razli¢itim bolestima vezivnog tkiva Klinicki znacaj

anti-dsDNA >95% u aktivnom SLE sa zahvacenosti bubrega ACR i SLICC klasifikacijski kriterij za SLE
50 - 70% u aktivnom SLE bez zahvacenosti bubrega Prognosticki biljeg za SLE (biljeg zahvacenosti bubrega,

<40% u neaktivnom SLE

anti-SS-A (Ro60) 60 - 96% u primarnom SjS
40 - 60% u sekundarnom SjS
25-60% SLE
60 - 100% SCLE
90% NLE

anti-Ro52/TRIM21 17 - 63% SjS
23% SLE
20% SSc

aktivnosti bolesti, primjena u pracenju terapije)

ACR/EULAR klasifikacijski kriterij za
primarni SjS, povezana
s izvanzljezdanim manifestacijama,
nalaze se u majki djece s NLE

Nalazi se u raznim autoimunim bolestima

30% bolesnika s antisintetaza sindromom (u do

72% bolesnika s pozitivnim anti-Jo-1)
Kod ne-BVT bolesti (28% PBC, 17% AlH)

anti-SS-B (La) 40 - 70% u primarnom SjS
5-50% u sekundarnom SjS
19-30% u SLE
25-80% u SCLE

Obicno su prisutna uz SS-A antitijela,
usporedna pojavnost sa SS-A antitijelima obi¢no korelira
s rjedim bubreznim manifestacijama

70% NLE
anti-Sm 5-10% SLE ACR i SLICC klasifikacijski kriterij za SLE
Visoka specifi¢nost za SLE
anti-RNP 100% MBVT Seroloski biljeg MBVT (kad su prisutna u visokom titru)
13-32% SLE

anti-Topo 1/5cl70 65% u difuznoj SSc ACR/EULAR klasifikacijski kriterij za SSc

Povezana s brze progrediraju¢im sistemskim oblikom SSc
anti-CENP B 57 - 82% bolesnika s CREST sindromom ACR/EULAR klasifikacijski kriterij za SSc

3-12% bolesnika s difuznim koznim oblikom SSc Povezana sa sporo razvijaju¢im ogranicenim koznim
oblikom SSc (CREST sindrom)
anti-RNA-pol Il 3-19% SSc ACR/EULAR klasifikacijski kriterij za SSc
Povezana s difuznim koznim manifestacijama i
bubreznom krizom

anti-Jo-1 24 -30% [IM ACR/EULAR klasifikacijski kriterij za odrasle i juvenilne IIM

Povezana s intersticijskom plu¢nom fibrozom

Zagreb, sijecanj 2022.
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Autoantitijelo Ucestalost u razlicitim bolestima vezivnog tkiva Klinicki znacaj
anti-PM/Scl 24 - 55% poliomiozitis/skleroderma preklapajuci Dijagnosticki biljeg za polimiozitis/skleroderma
sindrom preklapajuci sindrom
8-12% IIM
1-16% SSc
anti-PCNA 3% SLE Donedavno su se smatrala vrlo specificnim za SLE

anti-ribosom P 10 - 35% SLE Visoka specifi¢cnost za SLE

anti-histoni 92 - 95% lupusa uzrokovanog lijekovima

50 -80% SLE
56 -90% SLE

dsDNA - dvostruka uzvojnica DNK. BVT - Bolesti vezivnog tkiva. SLE - Sistemski eritemski lupus. ACR — American College of
Reumatology (Americki kolegij reumatologa). SLICC - Systemic Lupus International Collaborating Clinics (Medunarodno udruzenje
posveceno klinickim istrazivanjima sistemskog lupusa). SS-A (Ro60) — antigen A povezan sa Sjogrenovim sindromom (60 kDa
ribonukleoprotein). SjS - Sjogrenov sindrom. EULAR - European League Against Rheumatism (Europska liga protiv reumatizma).
SCLE - Subacute Cutaneous Lupus Erithematosus (Subakutni kozni eritemski lupus). NLE — Neonatal Lupus Erithematosus
(Neonatalni eritemski lupus). Ro52/TRIM21 - 52 kDa ribonukleoprotein/ Protein 21 koji sadrzi trodijelni motiv. SSc — Systemic
Sclerosis (Sistemska skleroza). PBC — Primary Biliary Cholangitis (Primarni bilijarni kolangitis). AIH — Autoimuni hepatitis. CHB
- Congenital Heart Block (Kongenitalni sr¢ani blok). SS-B (La) - antigen B povezan sa Sjogrenovim sindromom. Sm — Smith
antigen. RNP — kompleks ribonukleoproteina. MBVT — Mije3ana bolest vezivnog tkiva. Scl-70/Topo | - 70kDa antigen povezan sa
sklerodermom/Topoizomeraza |. CENP B — centromerni protein B. CREST - Calcinosis, Raynaud’s syndrome, Esophageal dysmotility,
Sclerodactyly and Telangiectasia (kalcinoza, Raynaud-ov sindrom, dismotilitet jednjaka, sklerodaktilija i telangiektazija). RNA-pol
Il - RNA polimeraza lll. Jo-1 - histidil-tRNA sintetaza. [IM - Idiopathic Inflammatory Myopathies (Idiopatske upalne miopatije). PM/
Scl - antigen povezan s polimiozitisom / sklerodermom. PCNA - Proliferating cell nuclear antigen (jezgrin antigen proliferirajuce
stanice). Ribosom P - ribosomski P protein.

Visoka specificnost za lupus uzrokovan lijekovima

anti-nukleosomi Visoka specifi¢cnost za SLE

idnog karcinoma larinksa tip 2) i smatra se je-
dinstvenim ANA probirnim testom. Definicija
lIF kao zlatnog standarda prvenstveno se te-
melji na visokoj osjetljivosti za SLE, unatoc
ograni¢enoj specificnosti te ulozi u klasifikacij-

1. PRIJEANALITICKA FAZA

Indikacije za ANA testiranje

Testiranje na ANA treba provoditi samo u bole-
snika sa simptomima autoimune reumatske
bolesti jer slaba ANA reaktivnost moze biti pri-
sutna u mnogim nereumatskim stanjima (viru-
sne infekcije, paraneoplasti¢ni neuroloski sin-
dromi (PNS), bolesti jetre, sindrom kroni¢nog
umora, razni karcinomi) kao i u zdravih osoba
(osobito trudnica, zena starijih od 40 godina i
starijih osoba) (10).

Zlatni standard za otkrivanje ANA je indirektna
imunofluorescencija (IIF) na HEp-2 stani¢nom
supstratu (stani¢na linija humanog epidermo-

Zagreb, sijecanj 2022.

skim kriterijima za razli¢ite BVT (1, 23).

Pokazalo se da se ANA bez ikakvog klinickog
znacaja mogu nadi u 30% zdravih ispitanika u
titru 1:40 i u 5% u titru 1:160 (9). Probirni test na
antinuklearna antitijela pokazuje visoku dija-
gnosticku osjetljivost za odredene BVT (SLE (90
- 95%), primarni Sjogrenov sindrom (75%), skle-
roderma (85-90%), i MBVT (100%)), ali ima rela-
tivno nisku specificnost (9). Prema tome, pred-
odabir bolesnika vrlo je vazan za smanjenje
broja lazno pozitivnih rezultata i otkrivanje au-
toantitijela iz logi¢nog klinickog konteksta.
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Preporuke za indikacije odredivanja ANA:

1. Testiranje na ANA preporucuje se samo
u bolesnika sa simptomima vezanim uz
BVT, u sumniji na AlH, i u pracenju bole-
snika s JIA.

2. ANA probirni test treba koristiti samo u
dijagnosticke svrhe, a ne za pracdenje ak-
tivnosti bolesti ili odgovora na terapiju.

Vrsta uzorka i stabilnost

Uzorak izbora za odredivanje ANA je serum.
Uzorak je stabilan dva do tri dana pri tempera-
turi od 4°C dok se za dugotrajniju pohranu
preporucuje — 70°C (24). Pohrana uzoraka na
-20°C opcenito je prihvatljiva do 6 mjeseci. Vi-
Sekratno zamrzavanje i odmrzavanje uzoraka
potrebno je izbjegavati jer moze uzrokovati
denaturaciju imunoglobulina. Mnogi proizvo-
daci komercijalnih testova za odredivanje
ANA, ENA i anti-dsDNA preporucuju serum i
plazmu kao jednako prihvatljive uzorke. Ne
postoje specificni zahtjevi za transport uzora-
ka ukoliko se postuju prethodno navedeni
uvjeti stabilnosti.

Prije uzorkovanja krvi potrebno je pridrzavati
se standardnih uputa za pripremu pacijenta za
rutinske laboratorijske pretrage. Prema dostu-
pnim podacima, terapija ne utjece na vrijeme
uzorkovanja.

Vecina proizvodaca preporuca izbjegavanje
analize izrazito hemoliti¢nih, lipemicnih i ikte-
ricnih uzoraka ne navodedi pritom koncentra-
cije pri kojima se interferencija pojavljuje. Uko-
liko proizvodac preporuca izbjegavanje hemo-
liticnih, ikteri¢nih ili lipemi¢nih uzoraka, kon-
centracije interferirajucih tvari trebale bi biti
dostupne u uputstvima za koristenje reagensa
ili na zahtjev korisnika. U protivnom, preporu-
ka je da svaki laboratorij ispita interferencije za
koristenu metodu.

Preporuka za vrstu uzorka:

1. Preporucena vrsta uzorka za odredivanje
ANA je serum.

Provodenje kontrole kvalitete

Posebnu paznju potrebno je posvetiti kontroli
kvalitete. Minimalni zahtjevi za vrstu kontrol-
nog materijala trebali bi pratiti preporuke proi-
zvodaca reagensa koje obi¢no upucuju na pro-
vodenje kontrole kvalitete analizom negativ-
nih i pozitivnih kontrolnih uzoraka proizvoda-
¢a. U slucaju linijskih imunoblot ili western blot
metoda, kontrola kvalitete cijelog postupka
obi¢no je osigurana kontrolnom linijom na
svakoj trakici te dodatno upotpunjena lot-spe-
cificnim kontrolnim uzorkom obi¢no dostat-
nim za jednu analizu po reagens paketu. Po-
Zeljna je takoder i primjena kontrolnih uzoraka
neovisnih o proizvodacu. Za kvantitativne te-
stove, pozeljan uzorak za kontrolu kvalitete
trebao bi imati vrijednost blizu grani¢ne vri-
jednosti testa Sto Cesto nije slucaj s kontrolnim
uzorcima proizvodaca. Nativni uzorak pacijen-
ta s prethodno utvrdenim negativnim ili pozi-
tivnim rezultatom za odredeno autoantitijelo
moze biti dobra alternativa. Zeljena vrijednost
blizu grani¢ne vrijednosti ili razine klinicke od-
luke mozZe se postici razrjedivanjem pozitiv-
nog uzorka pacijenta s negativnim uzorkom.
Upotreba prethodno odredenih negativnih i
pozitivnih uzoraka pacijenata kao uzoraka za
provodenje unutarnje kontrole kvalitete, osjet-
ljiviji je alat za otkrivanje varijacija izmedu loto-
va koje mogu imati izravan utjecaj na klinicku
odluku, osobito u slucaju koncentracije anti-
dsDNA koja se koristi za pracenje aktivnosti
bolesti (25). Potencijalni nedostaci upotrebe
nativnih uzoraka pacijenata za kontrolu kvali-
tete su ogranicena stabilnost i koli¢ina uzorka.

Zagreb, sijecanj 2022.
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Za razliku od komercijalnih kontrolnih uzoraka,
nativni uzorci pacijenata nisu stabilizirani, sto-
ga je prije upotrebe potrebno ispitati stabil-
nost uzoraka tijekom vremena pri preporuce-
nim uvjetima pohrane. U svrhu stabilizacije
uzoraka moze se upotrebljavati natrijev azid
(100 - 300 pg/ml). Prije uvodenja uzorka za
unutarnju kontrolu kvalitete potrebno je po-
staviti kriterije prihvatljivosti rezultata. Kriterij
prihvatljivosti moze biti definiran kao kvalita-
tivno podudaranje s prethodnim rezultatom ili
kao prihvatljiva kvantitativna devijacija.

Kod IIF, primjena nativhog uzorka pacijenta
kao kontrolnog uzorka omogucuje istovreme-
nu kontrolu ponovljivosti obrasca fluorescen-
cije i titra ANA. Upotreba kontrolnog uzorka s
unaprijed definiranim titrom je takoder prepo-
ruc¢ena kod odredivanja ANA metodom IIF. Tre-
ba napomenuti da je detektabilna razlika kod
ANA IIF metode +/- dva serijska dvostruka razr-
jedenja (24) i preporuca se kao kriterij prihvat-
ljivosti razlike izmedu dva mjerenja kontrolnog
uzorka. Kod metoda na ¢vrstoj podlozi prihvat-
ljiva razlika izmedu uzastopnih mjerenja kon-
trolnog uzorka definirana je koeficijentom va-
rijacije izmedu serija. Primjerice, za ELISA me-
todu (engl. Enzyme linked immunosorbent
assay) to je +/- 2 standardne devijacije (SD) sto
iznosi otprilike +/- 30% do 40% na temelju CV
unutar serije od 15% do 20% (24).

Upotreba grani¢no pozitivnih kontrolnih uzo-
raka, bilo komercijalnih ili nativnih uzoraka pa-
cijenata, osigurava provjeru osjetljivosti mikro-
skopa i osoblja koje ocitava rezultate (25).

Dodatno pitanje je ucestalost provodenja kon-
trole kvalitete. Unutarnju kontrolu kvalitete
potrebno je provoditi sa svakim novim lotom
reagensa, neovisno o vrsti metode i ucestalosti
izvodenja analize. Prilikom upotrebe istog lota
reagensa, bilo bi optimalno analizirati kontrol-
ne uzorke (s pozitivnhim, negativnim i granic-
nim titrom) u svakoj seriji ru¢no pripremljenih
stakalaca za odredivanje ANA IIF metodom.

Zagreb, sijecanj 2022.

Isto vrijedi i za metode na ¢vrstoj podlozi gdje
se analiza izvodi u serijama. U slucaju automa-
tiziranih metoda kod kojih se analize izvode
svakodnevno postupak unutarnje kontrole
kvalitete trebao bi se provoditi jednom dnev-
no, po mogucnosti na pocetku radnog proce-
sa. Medutim, za manje i srednje velike labora-
torije ovaj pristup je tesko ekonomski ostvariv.
U skladu s tim, laboratoriji mogu optimizirati
ucestalost provodenja unutarnje kontrole kva-
litete retrospektivnom analizom podataka
unutarnje kontrole kvalitete (u prihvatljivom
vremenskom razdoblju od barem 6 mjeseci) te
izracunom sigma vrijednosti (sustav kvalitete
Sest sigma, engl. Six-sigma) kako bi se dokazala
stabilnost analitickog procesa. Sigma vrijed-
nost pruza informaciju o ucestalosti pojave ra-
zlicitih pogresaka (u ovom slucaju o broju re-
zultata unutarnje kontrole kvalitete izvan defi-
niranog prihvatljivog raspona/ukupan broj re-
zultata unutarnje kontrole kvalitete za pojedi-
ne parametre) (26). Jednom kad je definirana
ucestalost provodenja unutarnje kontrole kva-
litete, uCestalost pogresaka potrebno je redo-
vito revidirati (barem jednom godisnje) kako bi
se potvrdila stabilnost procesa te u slucaju
smanjenja sigma razine kvalitete povecala
ucestalost provodenja unutarnje kontrole kva-
litete. Drugi oblik unutarnje kontrole kvalitete
analitickog procesa je pracenje udjela negativ-
nih rezultata u ukupnom broju rezultata za
odredenu analizu (jednako za ANA probir kao i
za pojedinacna specificna antitijela) (27). Za
postizanje pravilnog uvida u izvodenje ANA
analize u laboratoriju, nuzno je sudjelovanje u
ciklusima vanjske kontrole kvalitete.

Preporuke za osiguranje kontrole kvalitete:

1. Minimalni zahtjev za vrstu kontrolnog
uzorka trebao bi slijediti upute proizvo-
daca.

8
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2. Preporuca se upotreba uzoraka pacijen-
ta s prethodno potvrdenim pozitivnim ili
negativnim rezultatom za odredeno an-
titijelo kao uzorka za unutarnju kontrolu
kvalitete.

3. Postupak unutarnje kontrole kvalitete
nuzno je provoditi prilikom svake upotre-
be novog lota reagensa.

4. Minimalni zahtjevi za ucestalost provode-
nja unutarnje kontrole kvalitete za isti lot
reagensa:

- Jednom u seriji ukoliko se analiza ne
izvodi svakodnevno

- Jednom dnevno, na pocetku radnog
procesa, za automatizirane testove koji
se izvode svakodnevno

Iznimno, odstupanje od minimalnih za-
htjeva za provodenje unutarnje kontrole
kvalitete moguce je uciniti u slucaju pri-
hvatljive sigma vrijednosti izraCunate na
temelju analize rezultata prikupljenih tije-
kom razdoblja od barem 6 mjeseci.

5. Sudjelovanje u programu vanjske kontro-
le kvalitete je obavezno.

Racionalni algoritam

Uvodenje refleksnog testiranja prilikom odre-
divanja ANA pokazalo se u klini¢koj praksi kao
dobar nacin unaprijedenja efikasnosti labora-
torijske dijagnostike bolesti vezivnog tkiva
skrac¢ivanjem vremena do postavljanja dija-
gnoze uz istovremenu ustedu sredstava (28).
Racionalni algoritmi predlozeni u literaturi
uglavhom navode metodu “zlatnog standar-
da”, IIF na HEp-2 stanicama, kao optimalan
probirni test. Prema tome, izbor optimalnog
ANA refleksnog testa trebao bi biti voden

obrascem IIF i titrom kao i klinickom indikaci-
jom. Ukoliko se koristi alternativni test za pro-
bir, kao Sto su metode na ¢vrstoj podlozi teme-
liene na ograni¢enom broju specifi¢nih antige-
na, tada se rezultat navodi s napomenom o
ogranicenjima takvog testa.

Pozitivan IIF test trebao bi biti pracen analizom
antigen specifi¢nih antitijela, ovisno o obrascu
fluorescencije (Slika 1.). Preporuka je usredoto-
Citi se na ona antitijela s poznatim klini¢kim
znacenjem (10,29). Odredivanje specifi¢cnih an-
titijela bi trebalo ukljucivati barem testove na
¢vrstoj podlozi koji ukljucuju klasi¢ne ENA an-
tigene (SS-A (Ro60), SS-B (La), Sm, RNP, Scl-70 i
Jo-1) i dsDNA (6, 29-32). Multipleks testovi na
mikrocesticama poput imunometode s laser-
ski adresabilnim mikrocesticama (engl. Addre-
ssable laser bead immunoassay — ALBIA), odno-
sno Luminex metode, omogucuju odredivanje
razlicitih ANA specificnih antitijela istovreme-
no (obi¢no dsDNA, ENA, CENP B).

Kako bi se dodatno unaprijedila racionalizacija,
testovi s definiranom mjesavinom nuklearnih
autoantigena vezanih za ¢vrstu podlogu (te-
stovi probira na ¢vrstoj podlozi) mogu pretho-
diti odredivanju pojedina¢nih antitijela koja
mogu biti zanemarena u slucaju negativnog
nalaza probirnog testa. Ovi testovi su dostupni
u obliku ENA probirnih testova, obuhvacajuci
samo klasi¢ne ENA antigene, ili kao BVT probir-
ni testovi (CTD probirni testovi) koji obuhvaca-
ju Siri spektar klini¢ki vaznih autoantitijela.

Kod negativnog rezultata ANA IIF testa, testira-
nje na odredena pojedinacna specifi¢na auto-
antitijela treba biti provedeno u slucaju posto-
janja jake klinicke sumnje na pojedine dijagno-
ze (anti-Jo-1 u slu¢aju PM/DM; anti-SS-A (Ro60)
u slucaju SjS, kongenitalnog sr¢anog bloka ili
neonatalnog lupusa; antitijela na ribosom P
protein u slucaju SLE) (33-35).

U slucaju klinicke sumnje na reumatske bolesti
povezane s razli¢itim ANA antitijelima kao $to

Zagreb, sijecanj 2022.
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ANAIIF na
HEp-2 stanicama

Pozitivna
>1:160

PM/DM: anti-Jo-1 ’

SLE, SjS, SCLE, kongenitalni sr¢ani
blok, neonatalni lupusni sindrom:

anti-SS-A (Ro60), anti-SS-B

Jaka klinicka
sumnja
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Suika 1. Algoritam ispitivanja specifi¢nih antitijela za pozitivne ANA IIF uzorke ovisno o obrascu fluorescencije. Svaki obrazac oznacen
je s odgovaraju¢om AC oznakom (objasnjenje se nalazi u sljede¢em odjeljku). Testovi na specifi¢na antitijela koji bi minimalno trebali
biti dostupni su oznaceni podebljanim slovima. *DFS70 / LEGF refleksno testiranje samo u slucaju ako nije potvrdena ENA; **Ispiti-
vanje antitijela na CENP B nije obvezno zbog specificnog obrasca fluorescencije. ANA - antinuklearna antitijela. IIF -indirektna imu-
nofluorescencija. HEp-2 - stani¢na linija humanog epidermoidnog karcinoma larinksa tip 2. PM/DM - Polimiozitis / dermatomiozitis.
Jo-1 - histidil-tRNA sintetaza. SLE - Sistemski eritemski lupus. SjS - Sjogrenov sindrom. SCLE — Subakutni kozni eritemski lupus. SS-A
(Ro60) - antigen A povezan sa Sjogrenovim sindromom (60 kDa ribonukleoprotein). dsDNA - dvostruka uzvojnica DNK. DFS70/LEGF
- antigen od 70 kDa povezan s gusto fino granuliranim fluorescentnim obrascem na HEp-2 stanicama/¢imbenik rasta endotela lece.
CENP B - centromerni protein B. Ro52/TRIM21 - 52 kDa ribonukleoprotein / Protein 21 koji sadrzi trodijelni motiv. SS-B (La) - antigen
B povezan sa Sjogrenovim sindromom. Sm - Smith antigen. RNP - kompleks ribonukleoproteina. Scl-70/Topo | - antigen od 70 kDa
povezan sa sklerodermom/Topoizomeraza |. RNA-pol Il - RNA polimeraza Ill. PM /Scl - antigen povezan s polimiozitisom/skleroder-
mom. Th/To - nukleolarni 7-2/8-2 RNA proteinski kompleks. SSc - Sistemska skleroza. Sp100 - topljivi jezgrin protein. PML proteini -
proteini promijelocitne leukemije. gp-210 - nukleoporin 210. PCNA - jezgrin antigen proliferirajuce stanice. AGLM - antitijela na glatku
muskulaturu. Ribosom P - ribosomski P protein. AMA - antimitohondrijska antitijela. M2 - E2 podjedinica piruvat dehidrogenaznog
kompleksa. ENA - ekstraktibilni nuklearni antigeni.

su idiopatske inflamatorne miopatije (IIM) i si-
stemska skleroza (SSc), preporuca se upotreba
komercijalno dostupnih testova za profil auto-
antitijela specificnih za navedene bolesti (36).

Odredivanje antitijela usmjerenih na 70 kDa
antigen povezan s gusto fino granuliranim
obrascem fluorescencije HEp-2 stanica (anti-
DFS70) preporuca se radi dodane vrijednosti
prilikom isklju¢ivanja dijagnoze autoimune bo-

Zagreb, sijecanj 2022.

lesti (medutim, samo u odsustvu pozitivnih
ENA), zahvaljuju¢i negativnoj povezanosti sa
sistemskim autoimunim reumatskim bolesti-
ma (37).

Kako u laboratorijskoj praksi zahtjevi obi¢no
nisu praceni klini¢ckim informacijama, nedavno
je predlozeno kombiniranje IIF s probirnim te-
stovima na ¢vrstoj podlozi u cilju postizanja
maksimalne osjetljivosti i specifi¢cnosti u po-
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stavljanju dijagnoze bolesti vezivhog tkiva (33,
38). Ucinkovitost ove strategije pokazala se
ovisnom o bolesti s najve¢om opazenom ucin-
kovito$c¢u za SLE i SjS dok za SSc nije postignu-
ta dodatna vrijednost u usporedbi s algori-
tmom u kojem se koristi samo IIF kao test prve
linije nakon ¢ega slijede testovi na ¢vrstoj pod-
lozi samo na IIF pozitivnhim uzorcima (39).

Preporuke za racionalni algoritam:

1. Preporuceni test prve linije u odredivanju
ANA je IIF probirni test na HEp-2 stanica-
ma.

2. Odredivanje specificnih ANA trebalo bi
provesti samo u slucaju pozitivnog ANA
lIF probirnog testa pri titru > 1:160, vode-
¢i se obrascem fluorescencije. Iznimke su
vezane za prethodno spomenute klinicke
indikacije (tj. anti-SS-A ili Jo-1 zbog niske
osjetljivosti IIF metode za ova antitijela).

3. Ukoliko potpuna evaluacija ANA (probir
i potvrda specifi¢nosti) nije uklju¢ena u
zahtjev, preporuca se provesti potpunu
evaluaciju ili bi, kao minimalni zahtjev, u
napomeni na nalazu trebalo navesti pre-
poruku za odredivanje specifi¢nih antiti-
jela.

2. ANALITICKA FAZA

ANA metode probira

Dobro je poznato da probirni testovi zahtijeva-
ju visoku osjetljivost, dok je za potvrdne testo-
ve primarna visoka specificnost. Odredivanje
antinuklearnih antitijela metodom IIF na HEp-2
ili HEp2000 stanicama (stanice HEp-2 transfeci-
rane sa SS-A cDNA) kao preporu¢enom sup-
stratu, posjeduje sva svojstva probirnog testa

prve linije u dijagnostici BVT-a te se stoga sma-
tra ,zlatnim” standardom i referentnom meto-
dom za ANA probir. Fluorokromom (fluoresce-
in izotiocijanat, FITC) - oznaceni anti-humani-
Ig konjugat koji se koristi u ANA IIF testu treba
biti specifican za IgG (mogu se koristiti i poliva-
lentni konjugati, ali time se detektira i vedi broj
antitijela koja nisu klini¢ki znacajna) (1,2,23,33,
40).

Upotrebom metode IIF na HEp-2 stanicama za
ANA probir, moze se otkriti vise od 100 razlici-
tih autoantitijela, mnogo vise od bilo kojeg
drugog komercijalno dostupnog testa na ¢vr-
stoj podlozi (2,41).

Medunarodnim konsenzusom o obrascima
fluorescencije antinuklearnih antitijela (The In-
ternational Consensus on Antinuclear Antibody
Patterns - ICAP) 2015. godine definirane su i
opisane tri glavne skupine obrazaca fluores-
cencije na HEp-2 stanicama: fluorescencija jez-
gre, citoplazme i mitotskog aparata. Svaki
obrazac fluorescencije oznacen je odgovaraju-
¢om AC oznakom (engl. Anti-Cell pattern code).
Obrasci unutar svake skupine detaljno su opi-
sani na sluzbenoj mreznoj stranici https: /
www.andpatterns.org /.

Prema ICAP preporuci, ANA probir metodom
lIF treba izvjeStavati kao pozitivan u slucajevi-
ma pozitivne fluorescencije jezgre, ali i kod ja-
snih citoplazmatskih i mitotskih obrazaca imu-
nofluorescencije (2,42). ICAP nazivlje i klasifika-
cija ANA IIF obrazaca na stanicama HEp-2 pri-
kazani su na Slici 2.

ICAP-ova namjera/preporuka je izvjestavanje
obrazaca imunofluorescencije na dvije razine:

Kompetentna razina: obrasci koji su lako pre-
poznatljivi i Cije se izvjeStavanje izrazito prepo-
rucuje. Takoder su ukljuceni i obrasci ¢ija klinic-
ka vaznost jos uvijek nije jasna /definirana.

Ekspertna razina: obrasci koje je zahtjevnije pre-
poznati i koje mogu prepoznati /izvijestiti samo
stru¢njaci s iskustvom na razini eksperata.

Zagreb, sijecanj 2022.
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Nazivlje i klasifikacijsko stablo

HEp-2 stanicni obrasci

fluorescencije
Negativna Jezgrina Citoplazmatska Mitotska
AC-0 AC-1do AC-14, AC-29 AC-15do AC-23 AC-24 do AC-28
Homogena ||Granulirana| (Centromere| |Diskretne to-{ |Nukleolarng | Jezgrina || Pleomorfna || Eiprilarna | |Granulirana AMA Golgi-tip Stapicii
AC1 AC-24529| | AC3 | [ekiceujezaril | AC-89,10 || ovojnica || AC-13,14 |[[nc. i 5 4 prstenovi
o AC-6,7 AC1112 AC-15,16,17| |AC-18,19,20; AC-21 AC-22 AC-23%
*vidljivo samo na
odabranim podlogama
Gusto fino Visestruke H Glatk X ) Diskretne .
Hgranulirana tockice omogena ACa Ha PNVl - Linearna | totkice Centrosomi
AC2 O AC-6 ACs : A AC-15 AC-18 AC-24
Fino Nekoliko " X . Gusto fino X Diobeno
| e tockica Gr:g?gsta | T(/).\cckjszta CENP-F-tip Nitasta || granulirana NuMA-tip | 1\ oteno H
AC-4 AC7 (#) O Acie AC-19 g AC-25
Grubo . Segmenti- Fino Medustani-
H granulirana Tockasta | - rana |Hgranulirana &nimost
AC5 Sl AC-17 AC-20 AC-27
. Mitotski
L) Topo I-tip o . kromosomi
AC29@Q |:| Kompetentna razina izvjestavanja AC-28 ©

[ | Ekspertna razina izvjestavanja

@ Obojena metafazna plo¢a

SLIKA 2. ICAP stablo nazivlja i klasifikacije ANA IIF obrazaca na HEp-2 stani¢nom supstratu (https://www.anapatterns.org/). ICAP -
Medunarodni konsenzus o obrascima antinuklearnih antitijela (The International Consensus on Antinuclear Antibody Patterns). HEp-
2 - stani¢na linija humanog epidermoidnog karcinoma larinksa tip 2. ANA - antinuklearna antitijela. IIF - indirektna imunofluorescen-
cija. PCNA - jezgrin antigen proliferirajuce stanice. CENP-F - centromerni protein F. AMA - antimitohondrijska antitijela.

Kao i u drugim probirnim testovima, prilikom
definiranja grani¢nog titra (engl. cut-off) vazno
je osigurati odgovarajucu osjetljivost i specifi¢-
nost testa za definirana razrjedenja. Pozitivna
ANA se moze naci ne samo u bolesnika s auto-
imunim bolestima nego i kod zdravih osoba. S
nizim grani¢nim titrom osjetljivost testa se po-
vecava, medutim, specificnost testa kao alata
za dijagnozu BVT-a je niza uz visi udio pozitiv-
nih rezultata u zdravih osoba. Nekoliko studija
je potvrdilo da je optimalna upotreba granic-
nog titra u omjeru 1:160 za razlikovanje zdravih
osoba od onih s BVT-om (43-45). Medunarod-
ne preporuke za odredivanje ANA koje tako-
der preporucuju grani¢ni titar 1:160 za ANA IIF

Zagreb, sijecanj 2022.

na HEp-2 stanicama za odraslu populaciju, na-
glasavaju da negativan rezultat kod titra 1:160
ne znaci potpuno iskljuc¢enje bolesti (1). Nema
preporuka/konsenzusa za granicni titar kod
ANA probira u djec¢joj populaciji (<16 godina)
(46,47).

Prema Medunarodnim preporukama za odre-
divanje ANA, utvrdeno je da uzorak pozitivan
na probiru ANA IIF metodom treba dodatno
razrijediti u dvostrukim razrjedenjima do najvi-
Seg razrjedenja (titra) kod kojeg je jo$ vidljiva
fluorescencija kao rezultat reaktivnosti autoan-
titijela (1). Nasa preporuka je da je potrebno ti-
trirati do klini¢ki znacajnog titra od 1:640 ili
maksimalno do 1:5120 s obzirom da visi titar
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nema dodatnu klini¢cku vrijednost (33). Izvje-
Stavanje titra vazno je zbog razlucivanja zdra-
vih osoba od pacijenata s BVT-om s obzirom
na ustanovljenu prevladavajucu reaktivnost u
niskom titru kod ANA pozitivnih zdravih osoba
u odnosu na pacijente s BVT-om (43). Zajedno
s titrom, izvjestaj o pozitivhom rezultatu ANA
treba biti popra¢en opisom obrasca fluores-
cencije prema ICAP AC-nomenklaturi (Tablica
B u Prilogu) bududi da su svojstveni profili
obrazaca povezani s BVT, odnosno s pozitiv-
nim ANA u zdravih osoba. Neki obrasci, poput
homogene (AC-1) i grubo granulirane (AC-5)
fluorescencije jezgre te centromera (AC-3) izra-
zito su povezani s autoantitijelima koja se nala-
ze gotovo iskljuCivo u uzorcima bolesnika s
BVT-om ili u osoba s visokim rizikom za razvoj
BVT-a. Nasuprot tome, gusto fino granulirani
obrazac fluorescencije jezgre (AC-2), bez prisu-
stva dodatnog obrasca fluorescencije i obi¢no
u visokom titru, gotovo se isklju¢ivo opaza u
zdravih osoba i pacijenata s razli¢itim ne-BVT
upalnim stanjima (38). Treba imati na umu da
unatoc visokoj korelaciji sa specifi¢cnim autoan-
titijelima, uoceni obrasci IIF koriste se samo
kao smjernica za specifi¢na testiranja (izuzetak
su centromere) bilo kao daljnji korak u algori-
tmu (Slika 1.) ili samo kao preporuka na nalazu.

lako se smatra zlatnim standardom za otkriva-
nje ANA, IIF test ima i neke nedostatke: subjek-
tivnost, kompleksnost izvodenja, potrebno
iskustvo i vremenski je zahtjevno. Vazno je na-
pomenuti nisku osjetljivost ANA IIF za neka
specifitna autoantitijela: anti-SS-A, anti-Ro52,
anti-ribosom P protein, anti-Jo-1 i druga miozi-
tis-specificna autoantitijela (38). Takoder, kom-
ponente fluorescentnog mikroskopa poput
svjetlosne snage ili povecanja lece kao i meto-
de koristene za pripremu HEp-2 stanica znacaj-
no doprinose varijabilnosti testa. Neki od ovih
nedostataka reducirani su uvodenjem auto-
matiziranih mikroskopskih sustava temeljenih
na digitalnoj akviziciji i analizi imunofluores-

centnih slika kroz algoritam prepoznavanja
obrazaca, medutim ovim sustavima nije mo-
guce prepoznati sve ANA obrasce fluorescen-
Cije (48,49).

Izraz “ANA probir” potrebno je iskljucivo kori-
stiti za metodu IIF jer je to jedina metoda koja
obuhvaca sve nuklearne antigene, iako je razi-
na izrazaja za neke od njih niska (1). Testovi na
¢vrstoj podlozi, koji se Cesto koriste kao alter-
nativa IIF, predstavljaju mjesavinu definiranih
autoantigena (nativni ili rekombinantni) veza-
nih na razlicite Cvrste nosace, poznati su pod
nazivom ,CTD screen assays” (BVT probirni te-
stovi). Ovi se testovi ne mogu smatrati ANA
probirom zbog ograni¢enog broja autoantige-
na. Ako test sadrzi samo one antigene koji su
obuhvaceni pojmom ENA, takav se test naziva
ENA probirni test (engl. ENA screen assay). Novi-
je tehnologije omogudile su identifikaciju broj-
nih novih autoantigena u BVT-u. Sirenjem
spektra autoantigena poboljsana je osjetljivost
nove generacije testova na ¢vrstoj podlozi $to
ih ¢ini gotovo konkurentnim alatom IIF metodi
za otkrivanje ANA. Vazno je napomenuti da
ovi testovi ne mogu biti alternativa IIF kada se
trazi ANA testiranje kod dijagnostike autoimu-
nog hepatitisa. Naj¢esée, imunotestovi na Cvr-
stoj podlozi koji se koriste kao probirne meto-
de ukljucuju standardnu ELISA metodu koju
sve vise zamjenjuju nove tehnologije poput
fluorescentnog enzimoimunotesta (engl. Fluo-
rescence enzyme immunoassay - FEIA) i u za-
dnje vrijeme, kemiluminescentnog imunotesta
(engl. Chemiluminescent immunoassay - CLIA).
Prednosti metoda na Cvrstoj podlozi su teme-
liene na vise ¢imbenika: visoka analiticka spe-
cificnost i osjetljivost, bolja reproducibilnost,
krace vrijeme izrade i nepotrebno iskustvo kao
za lIF, Sto sve osigurava pouzdanost i dosljed-
nost (37,48). Testovi probira na ¢vrstoj podlozi
su u osnovi kvalitativni i potrebno ih je tumacdi-
ti kao takve bez obzira na kvantitativho mjere-
nje (omjer) u osnovi.

Zagreb, sijecanj 2022.
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Glavni nedostaci ovih metoda su upotreba
ograni¢enog broja prociséenih ili rekombinan-
tnih autoantigena, nedostatak standardizacije
i uCestalost “lazno negativnih” ANA rezultata
iako neki od njih upitnog klinickog znacaja.
Nedavna meta-analiza usporedivala je IIF s
imunoloskim testovima na ¢vrstoj podlozi koji
se koriste kao pocetna probirna metoda (50).
Nisu nadene znacajne razlike izmedu ELISA i IIF
(uz grani¢nu vrijednost 1:80) jednako u pogle-
du osjetljivosti i specificnosti. Osjetljivost CLIA
metode je takoder bila usporediva s IIF dok je
za FEIA metodu bila znacajno niza. S druge
strane, specificnosti za CLIA i FEIA su bile vise
nego za IIF. Prema tim podacima, kombinacija
lIF (najosjetljivija) i CLIA ili FEIA (najspecifi¢nije)
metoda trebala bi posti¢i najvisu dijagnosticku
tocnost. Medutim, unato¢ prednostima kori-
Stenja novih automatiziranih tehnologija u di-
jagnostici autoimunih reumatskih bolesti po-
vezanih s ANA (engl. ANA-associated auto-
immune rheumatic diseases - AARD), zajednicko
glediSte vodecih svjetskih organizacija (ACR,
EASI, Svjetske zdravstvene organizacije (World
Health Organization - WHO), Medunarodnog
saveza imunoloskih drustava (International
Union of Immunological Societies - IUIS)) je da
je IIF referentna metoda za ANA probir
(48,49,51).

ANA specifi¢ni testovi
(ukljucujuci ENA)

Danas su dostupne brojne tehnologije koje
omogucuju odredivanje ANA (ukljucujuci ENA)
specifi¢tnosti, a metode se osim po vrsti kori-
Stene tehnologije razlikuju i po mogucénosti
kvantifikacije rezultata. Naj¢eSce koristene me-
tode su (abecednim slijedom): imunometoda s
laserski adresabilnim mikrocesticama (engl.
addressable laser bead immunoassay - ALBIA),
CLIA, ELISA, FEIA i LIA. Ovisno o koristenoj teh-
nologiji, odredivanje ANA specifi¢nih antitijela

Zagreb, sijecanj 2022.

moze se provesti primjenom pojedinacnih te-
stova ili u obliku testova koji omogucuju odre-
divanje nekoliko specificnosti u isto vrijeme
(ELISA, LIA i ALBIA). Istovremeno odredivanje
definiranih, obi¢no klinicki najrelevantnijih
ANA specificnosti, skracuje vrijeme potrebno
za postavljanje dijagnoze. ANA (ENA) specifi¢ni
testovi mogu biti kvalitativni (LIA s mogucno-
$¢u polukvantitativne interpretacije skenira-
njem linija), polukvantitativni ili kvantitativni,
iako je kvantifikacija opravdana samo za odre-
divanje anti-RNP antitijela zbog poznate pove-
zanosti s odredenim klini¢kim stanjem (MBVT).

Antitijela na dsDNA

Antitijela na dvostruku uzvojnicu DNA su viso-
ko specifi¢na za dijagnozu SLE (52). Osim dija-
gnosticke, imaju i znacajnu prognosticku vri-
jednost jer je dinamika njihovog titra izravno
proporcionalna aktivnosti bolesti. Porast titra
Cesto prethodi pogorsanju SLE-a unutar neko-
liko tjedana. Visoki titar povezuje se s lupusnim
nefritisom (11,53). Usprkos medunarodno do-
stupnom standardu, primjena razli¢itih meto-
da rezultira razli¢itim izmjerenim koncentraci-
jama za iste uzorke. Ove razlike mogu se pripi-
sati molekularnim svojstvima koristenih anti-
gena dsDNA i eksperimentalnim uvjetima pro-
vodenja analize. Takoder, kompleksnost anti-
gena izaziva vrlo raznoliki imunoloski odgovor.
S obzirom na navedeno, od iznimne je vazno-
sti pratiti koncentraciju antitijela uvijek u istom
laboratoriju koristeci istu metodu (54,55). Glav-
na razlika izmedu subpopulacija anti-dsDNA
antitijela, s obzirom na njihov klini¢ki znacaj, je
avidnost antitijela. Za razliku od antitijela s ni-
skom avidnos¢u, antitijela s visokom avidos¢u
pokazala su se visoko specifi¢tnim za SLE i po-
vezana su s razvojem ostecenja bubrega i ak-
tivnosc¢u bolesti (56,57). Odredivanje anti-dsD-
NA metodama kao sto je ELISA, koje obuhva-
¢aju antitijela niske i visoke avidnosti, rezultira
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nizom specifi¢tnosti za SLE u odnosu na primje-
rice metodu lIF kojom se odreduju antitijela na
nativnu DNA (nDNA), koriste¢i kinetoplast Crit-
hidia luciliae kao supstrat (engl. Crithidia luci-
liae immunofluorescence test - CLIFT) ili CLIA
metodu (58). Zbog visoke specifi¢nosti i pozi-
tivne prediktivne vrijednosti za SLE, CLIFT se
koristi za potvrdu pozitivnog rezultata dobive-
nog manje specifitnom metodom. Niska dija-
gnosticka osjetljivost CLIFT metode (20 - 35%),
ogranicava njezinu primjenu u dijagnostici SLE
(57). Prije odabira metode za odredivanje anti-
dsDNA treba uzeti u obzir s koje razine zdrav-
stvene zastite (primarna ili sekundarna/terci-
jarna zdravstvena zastita) se upucuje vecina
zahtjeva za analizom. U slu¢ajevima kada je za-
htjev za analizom upucen iz sekundarne/terci-
jarne zdravstvene zastite, gdje prvenstveno
klinicki imunolog ili reumatolog ordinira odre-
divanje anti-dsDNA, uz visoku predtestnu vje-
rojatnost pozitivnog rezultata, preporuka je
primjena metode s visokom osjetljivosti (53).

Interferencije

Poznato je da se interferencije u imunometo-
dama javljaju kao rezultat slozenosti interakci-
je antigena i antitijela kao i zbog niske koncen-
tracije analita. Potencijalne interferencije uklju-
¢uju nespecificne predanaliticke ¢imbenike (li-
pemija, hemoliza) i brojne interferencije ovisne
o analitu koje su znacajnije i izazovnije u sa-
mom procesu analize (59). U humoralnoj imu-
nodijagnostici autoimunih bolesti, autoantiti-
jelo je analit od interesa (“antigen” u kontekstu
reakcije antigena i antitijela), dok se u metodi
moze koristiti jedno antitijelo (detekcijsko) ili
dva antitijela (vezujuce i detekcijsko). Ove me-
tode podlozne su interferencijama zbog pri-
sutnosti endogenih antitijela kao $to su hete-
rofilna antitijela (HA), autoantitijela i humana
antianimalna antitijela (HAAA). Od autoantiti-
jela, reumatoidni faktor (RF) je od posebnog

interesa jer je prisutan u vecini bolesnika s BVT
(npr. prisutan je u do 80% bolesnika sa SjS-om)
tako da su informacije proizvodaca reagensa
vezane uz intereferencije RF-a od iznimne vaz-
nosti. Porastom upotrebe monoklonskih anti-
naglasiti utjecaj interferencije HAAA u imuno-
metodama za odredivanje autoantitijela. Slje-
deca interferencija na koju treba misliti je mo-
gucnost prozonskog ucinka (engl. hook effect)
koji se javlja kao rezultat visokog titra autoanti-
tijela. Osim u imunometodama na ¢vrstoj pod-
lozi, prozonski u¢inak moze se javiti i kod ¢esto
koristenih imunofluorescentnih testova kao
$to je ANAIIF probirni test (60). Na interferenci-
ju treba posumnjati u slu¢ajevima odstupanja
rezultata analize od klini¢ckog stanja bolesnika
ili kod pojave nepodudarnosti rezultata anali-
ze primjenom dvaju razlic¢itih testova kojima se
mjeri isti analit. Primjer za posljednje je istovre-
mena primjena ANA |IF i ENA/CTD probirnih
testova u prvoj liniji testiranja pri ¢emu se do-
bije negativan rezultat ANA IIF probira i poziti-
van rezultat ENA/CTD probirnog testa, dodat-
no potvrden pozitivnom individualnom reak-
tivno3cu na specifi¢ni antigen u testu druge li-
nije testiranja (ukoliko se ne radi o antigenima
za koje je poznata slabija osjetljivost IIF). U tom
slucaju, prozonski uc¢inak koji se javlja primje-
nom metode IIF treba iskljuciti s daljnjim serij-
skim razrjedivanjem uzorka. Zbog Sireg mjer-
nog raspona u usporedbi s drugim metodama,
pojava ove vrsta interferenicije manje je vjero-
jatna za CLIA metode odredivanja ANA. Neop-
hodno je da laboratorijski stru¢njaci budu svje-
sni ogranienja metode koja se koristi, kao i
mogucnosti utjecaja potencijalnih interferen-
cija prilikom izvodenja analize.

Preporuke za analiticku fazu

1. Referentna metoda za odredivanje ANA
je IIF na HEp-2 (ili Hep2000) stanicama.

Zagreb, sijecanj 2022.
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. Poceno razrjedenje u probiru na ANA mo-

Ze se preuzeti iz preporuke proizvodaca
(obi¢no 1:80 ili 1:100) ili odrediti u labora-
toriju uz uvjet da odgovara 95-0j percen-
tili zdravih kontrola.

. Titriranje pozitivnih uzoraka ANA IIF me-

todom preporucuje se barem do klinic¢ki
znacajnog titra od 1:640.

. Anti-dsDNA se mora odrediti kvantitativ-

nim testom, dok primjena CLIFT testa ni-
je obavezna, ve¢ se moze koristiti isklju-
¢ivo kao potvrda avidnosti pozitivnih an-
ti-dsDNA antitijela odredenih kvantitativ-
nim testom.

. U kontekstu uporabe testova na cvrstoj

podlozi, potvrdno odredivanje pojedinac-
nih specifi¢nih antigena koji su ukljuceni u
probirni test potrebno je samo u slucaju
pozitivhog probirnog testa, bez iznimki.

. Kvantifikacija pojedinih ENA specific¢ih

antitijela obavezna je samo za anti-RNP
antitijela jer je njihova prisutnost u viso-
koj koncentraciji seroloski biljeg MBVT.

Na utjecaj interferencije, bilo da se radi
o IIF metodi ili metodi na ¢vrstoj podlo-
zi, treba posumnijati u slu¢aju nepodudar-
nosti rezultata analize s klini¢kim stanjem
bolesnika ili u slu¢ajevima nepodudarno-
sti rezultata primjenom dva razlicita te-
sta kojima je mjeren isti analit. Ispitiva-
nje mogucnosti prisutsva interferencija
trebalo bi ukljucivati serijsko razrijediva-
nje uzorka ili ponavljanje analize drugom
metodom.

Zagreb, sijecanj 2022.

3. POSLIJEANALITICKA FAZA

Nacin izvjestavanja o rezultatu jednako je va-
Zan kao i sam rezultat pri ¢emu je klju¢no ne-
koliko tocaka: a) nazivlje; b) specifikacija uklju-
¢enih antigena u slucaju probirnih testova na
¢vrstim nosacima; c) mjerne jedinice; d) granic-
na vrijednost; e) koriStena metoda; f) komentar
uz nalaz.

Nazivlje

Jedan od prvih koraka u harmonizaciji labora-
torijskih nalaza je upotreba jedinstvenog na-
zivlja kako bi se izbjegla moguénost zabune ili
krive interpretacije od strane klinicara. U Tabli-
cama A i B u Prilogu navedeno je preporuceno
nazivlje koje bi se trebalo koristiti pri izvjesta-
vanju rezultata odredivanja ANA.

Specifikacija antigena

U sluc¢aju primjene probirnih testova na Cvr-
stim nosacima koji koriste ograniceni broj cilj-
nih antigena, ukljuceni antigeni moraju biti na-
vedeni na nalazu. Primjer takvog testa je ENA-
probirni test koji in sensu strictu obuhvaca 6 an-
tigena: SS-A, SS-B, Sm, RNP, Scl-70 (Topo I) i Jo-
1. Danas je dobro poznato da je razlucivanje
Ro60 i Ro52 (TRIM21) antigena kao zasebnih
podjedinica SS-A antigena klini¢ki znacajno s
obzirom da je specifi¢na reaktivnost povezana
s razli¢itim klinickim scenarijima (1). U skladu s
tim, laboratorijski nalaz mora sadrzavati infor-
maciju da li test razlucuje ove dvije specifi¢ne
reaktivnosti. Drugi primjer vaznosti specifikaci-
je antigena koriStenih u testu je Sm antigen.
Antitijela na Sm antigen mogu biti usmjerena
na devet razlicitih polipeptida, ali najcesce su
usmjerena na BB’ i D polipeptide. Nedavna sa-
znanja potvrdila su SmD (posebno SmD3) kao
ciljni antigen s najvecom specifitcnos¢u za SLE
dok testovi koji uklju¢uju BB’ antigene ne ra-
zlu¢uju SLE pacijente od onih s drugim auto-
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imunim reumatskim bolestima. Kao i u nave-
denom slucaju SS-A antitijela, specifikacija cilj-
nog Sm polipeptida na nalazu daje dodatnu
informaciju o specifi¢nosti testa i objasnjava
porijeklo neslaganja rezultata za anti-Sm anti-
tijela izmedu dviju razli¢itih metoda (61, 62).

Ovaj problem je od posebne vaznosti pri upo-
trebi testova baziranim na razli¢itim mjesavi-
nama definiranih antigena iz jezgre i citoplaz-
me koji se Cesto koriste kao zamjena za ANA
probirni test [IF metodom. Kao $to je vec spo-
menuto, takvi testovi se ne mogu smatrati jed-
nako vrijednom zamjenom za ANA IIF test. S
obzirom da klinicari moraju biti upoznati s ¢i-
njenicom da negativan rezultat takvog testa
ne znaci nuzno i negativan nalaz ANA, ve¢ ne-
gativan nalaz antitijela usmjerenih iskljucivo
na antigene koji su obuhvaceni testom, ovi an-
tigeni moraju biti jasno navedeni na nalazu.

Mjerne jedinice

Preporucuje se rezultat ANA IIF probirnog te-
sta izrazavati u titru antitijela, a ne samo kao
pozitivan/negativan rezultat (1, 29). Ipak, vaz-
no je imati na umu da variranje titra ANA tije-
kom vremena nema utemeljenog klinickog
znacaja i ne smije se koristiti za modificiranje
terapije (63). Opcenito, antitijela kao i vecina
proteina, pripadaju skupini analita koji nisu
jednoznacno definirani kemijski entiteti sljedi-
vi do primarnog standarda cija je koncentraci-
ja izrazena u jedinicama Internacionalnog su-
stava (SI), ve¢ su heterogena skupina proteina
u humanim uzorcima. Stoga, referentni materi-
jal u ovom sluc¢aju predstavlja surogat analita
koji se mjeri u uzorku pacijenta i rezultat ne
moze biti izrazen u Sl jedinicama ve¢ arbitrar-
nim jedinicama, kao Sto su internacionalne je-
dinice prema Svjetskoj zdravstvenoj organiza-
ciji (engl. World Health Organization, WHO), U/
mL (64, 65). Unutar ANA obitelji, referentni
standard je dostupan samo za anti-dsDNA an-

titijela pa je to stoga jedino ANA-specifi¢tno an-
titijelo Ciji se rezultat izraZzava u IU/mL. Rezulta-
ti kvantitativnih i polukvantitativnih testova za
ostala ANA specifi¢na antitijela trebaju se izra-
Zavati u arbitrarnim jedinicama (AU/mL), rela-
tivnim jedinicama (RU/mL) ili pak jedinicama
kemiluminiscencije (CU) u slu¢aju primjene ke-
miluminiscentne metode. UnatoC primjeni
kvantitativnih metoda, nema ¢vrstih dokaza
da kvantificiranje specificnin ANA antitijela,
osim anti-dsDNA, anti-RNP i nukleosoma (rijet-
ko se odreduju u rutinskom radu) ima dodanu
vrijednost u dijagnostici ili pracenju bolesti.

Granicna vrijednost

Pocetno razrjedenje uzorka u probirnom ANA
lIF testu na Hep-2 stanicama varira izmedu
proizvodaca, a najcesce je u upotrebi 1:80 ili
1:100. Uobicajeno se pocetno razrjedenje in-
terpretira i kao granicni titar (engl. cut-off) ili se
kao granicni titar koristi 1:160, najcesce prepo-
rucen u literaturi u svrhu povecanja specifi¢cno-
sti za dijagnozu autoimunih bolesti (66, 67).
Optimalni granic¢ni titar ovisan je o populaciji
za koju je probirni test namijenjen i razlikuje se
izmedu populacije u primarnoj odnosno se-
kundarnoj zdravstvenoj zastiti. Primjerice, za
ljecnika opce prakse od najveceg je znacaja
negativna prediktivna vrijednost (NPV) ANA
probirnog testa kojom se dijagnoza sistemske
reumatske bolesti moze odbaciti s velikom vje-
rojatnosc¢u (68, 69). Kvaliteta veznih antigena
koji se koriste u probirnim i potvrdnim testovi-
ma na ¢vrstim nosacima znacajno se razlikuju
izmedu proizvodaca pa se shodno tome pri-
mjenjuju i razli¢ite grani¢ne vrijednosti. Cak i
grani¢ne vrijednosti za anti-dsDNA testove koji
su kalibrirani prema istom standardu, znacajno
variraju (od 15 IU/mL do > 100 IU/mL). Razlog
tome je prvenstveno interindividualna hetero-
genost anti-dsDNA antitijela, ali i prethodno
navedena varijabilnost veznog antigena izme-

Zagreb, sijecanj 2022.
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du testova (70). Uobicajena je primjena grani¢-
ne vrijednosti koju preporucuje proizvodac te-
sta, no pozeljna je verifikacija ove vrijednosti
na lokalnoj populaciji. Prilikom planiranja veri-
fikacije grani¢ne vrijednosti treba uzeti u obzir
namjenu testa u praksi. Visoka osjetljivost te-
sta je imperativ za probirni test kako bi se broj
lazno negativnih nalaza sveo na minimum dok
je za potvrdne testove primarna visoka speci-
ficnost (41). Preporucljivo je provesti verifikaci-
ju granicne vrijedosti prema CLSI smjernicama
za polu/kvantitativne ili kvalitativne testove,
ovisno o karakteristikama testa, uzevsi u obzir
spolidob (71,72).

Primjenjene metode

Kod izvjeStavanja rezultata ANA testiranja, na
nalazu je potrebno specificirati primjenjenu
metodu. Klini¢ari moraju biti upoznati s poten-
cijalnim nepodudarnostima rezultata za istog
pacijenta primjenom razli¢itih metoda.

Komentari na nalazu

Nalaz ANA testiranja trebao bi biti popracen
odgovaraju¢im komentarom ukoliko isti moze
doprinjeti postavljanju dijagnoze. To se prven-
stveno odnosi na sugestije klini¢aru za daljnje
testove, s obzirom na rezultat ANA IIF probir-
nog testa. Na primjer, u slu¢aju pozitivhe ho-
mogene fluorescencije nukleoplazme uz fluo-
rescenciju kromatinske ploce stanica u metafa-
zi, u komentaru nalaza bi trebalo sugerirati te-
stiranje na anti-dsDNA antitijela, ali samo u slu-
¢aju sumnje na SLE. U slucaju pozitivhe granu-
lirane fluorescencije, trebalo bi sugerirati testi-
ranje na ENA antitijela. Sljedeci primjer je nalaz
citoplazmatske retikularne fluorescencije gdje
je pozeljno sugerirati testiranje na prisutnost
AMA. Sljededi aspekt unaprjedenja laboratorij-
skog nalaza dodatkom komentara je interpre-
tacija rezultata koja moze pomod¢i klini¢aru u
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slaganju mozaika dijagnoze. Na primjer, pozi-
tivna gusta fino granulirana fluorescencija kao
rezultat ANA IIF testa uz potvrdenu monoreak-
tivnost na DFS70 antigen, upuduje na nisku
vjerojatnost dijagnoze sistemske autoimune
reumatske bolesti (41,73,74). Takoder, razluci-
vanje reaktivnosti na Ro60 i Ro52 podjedinice
SS-A antigena moguce je tek odnedavno tako
da mnogi klinicari jo$ nisu upoznati s klini¢ckim
znacajem pozitivnog nalaza Ro52 reaktivnosti
uz negativna anti-Ro60 antitijela pa interpreta-
cija takvog nalaza moze biti od pomodi.

Ponavljanje ANA testiranja

Odredivanje ANA je primarno dijagnosticki
test i serijsko pracenje titra nije opravdano s
obzirom da promjena titra ne korelira s aktiv-
noScu bolesti i ne moze se koristiti u procjeni
uspjesnosti terapije (1,63). U sluaju negativ-
nog ili slabo pozitivhog nalaza, ponavljanje
ANA testiranja korisno je samo u pacijenata s
perzistiraju¢im ili pogorsanim klini¢ckim simp-
tomima BVT (9,75). Nekriticki ponavljajudi za-
htjevi za ANA testiranjem predstavljaju znaca-
jan, nepotreban trosak (76,77). Ponavljanje te-
stiranja inicijalno pozitivnog nalaza ANA u pa-
cijenata s klinicki definiranom BVT je nepo-
trebno osim u slucaju izrazite sumnje u pro-
mjenu fenotipa bolesti ili pojave dodatne au-
toimune reumatske bolesti (9). Serokonverzija
ENA, bez obzira da li je inicijalno bila pozitivha
ili negativna, dogada se rijetko. Nedavna studi-
ja pokazala je da je ucestalost ENA serokonver-
zije medu SLE pacijentima < 5% (78). Visoki
trosak i izostanak dokaza da je inicijalni rezul-
tat podlozan promjeni ukazuje na to da je po-
navljanje ENA testova nepotrebno. Takoder,
korelacija razine ENA antitijela s aktivno$¢u bo-
lesti nije potvrdena (79). Odstupanje od ovog
pravila odnosi se, kao i u slucaju ANA, na pret-
hodno ENA negativne pacijente s perzisten-
tnim ili pogor3avajucim klinickim simptomima
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koji upucuju na progresiju BVT ili na prethod-
no ENA pozitivne pacijente ciji klinicki simpto-
mi upucuju na pojavu dodatne autoimune re-
umatske bolesti. Nadalje, ponavljanje ENA te-
stiranja je indicirano kao dio prekoncepcijske
obrade SLE pacijentica jer pozitivan nalaz SS-A
(Ro60) i/ili SS-B i Ro52 antitijela upucuje na po-
trebu za fetalnom ehokardiografijom u svrhu
otkrivanja kongenitalnog sré¢anog bloka (80).
Poznato je da koncentracija anti-dsDNA antiti-
jela korelira s aktivnos¢u bolesti i prediktor je
aktivacije SLE iako ovaj odnos moze biti indivi-
dualan i znacajno je ovisan o metodi odrediva-
nja anti-dsDNA (odnosi se na visoko avidna an-
titijela!) (53). Pracenje aktivnosti bolesti u SLE
pacijenata obi¢no se provodi upotrebom in-
deksa aktivnosti bolesti (engl. SLE Disease Acti-
vity Index, SLEDAI) koji ukljucuje anti-dsDNA i
komponente komplementa (65). U skladu s
tim, ponavljanje mjerenja anti-dsDNA je klinic-
ki opravdano, a ucestalost retestiranja odredu-
je se prema aktivnosti bolesti (1,53,63).

Preporuke za poslijeanaliticku fazu:

1. Obrazac fluorescencije na Hep-2 stanica-
ma treba biti naveden na nalazu zajedno
s titrom, u skladu s preporu¢enom termi-
nologijom navedenom u Tablici B u Prilo-
gu, uz pripadaju¢u AC oznaku. U komen-
taru nalaza treba navesti poveznicu na
ICAP mreznu stranicu. Minimalan zahtjev
za izvjeStavanje nalaza ANA IIF testa je
kompetentna razina prepoznavanja obra-
zaca fluorescencije.

2. Probirni testovi na ¢vrstim nosacima ko-
ji koriste mjeSavinu ograni¢enog broja
definiranih antigena ne smiju se naziva-
ti ANA-probirnim testovima. Preporucuje
se naziv naveden u Tablici A u Prilogu, uz
specifikaciju uklju¢enih antigena.

. Rezultati probirnih testova na ¢vrstim no-

saCima koji koriste mjeSavinu ogranice-
nog broja definiranih antigena trebaju se
izvjeStavati iskljucivo kao kvalitativni.

. Na nalazu treba specificirati metodu upo-

trebljenu za ANA probir, odnosno meto-
du probira na ¢vrstom nosacu koja koristi
mjesavinu ograni¢enog broja definiranih
antigena.

. Na nalazu treba specificirati metodu upo-

trebljenu za ANA specifi¢na antitijela (uk-
ljucujuci ENA i dsDNA).

. Rezultati kvantitativnih testova za ANA

specifitna antitijela treba izvjestavati na
sljedeci nacin:

+ anti-dsDNA u IU/mL

- sva ostala ANA specifi¢cna antitijela u

AU/mL ili RU/mL, odnosno CU za CLIA
metode.

. Ponavljanje odredivanja ANA je opravdano:

+ u inicijalno negativnih ili slabo pozitiv-
nih (niski titar) pacijenata samo u slu-
Caju perzistirajucih ili pogorsavajucih
klini¢kih simptoma

+ U pacijenata s klini¢ki definiranom BVT,
samo u sluc¢aju promjene klinickih simp-
toma koji pobuduju sumnju u promjenu
fenotipa bolesti ili pojavu povezane reu-
matske bolesti (sindrom preklapanja).

. Ponovljeno mjerenje pozitivnih anti-dsD-

NA antitijela treba raditi uvijek s istom
kvantitativnom metodom i u preporuce-
nim intervalima:

+ 6 - 12 mjeseci za inaktivnu bolest

+ 2 — 4 mjeseca za SLE pacijente sa za-
hvacenim bubrezima, u skladu s proci-
jenjenom aktivno3cu bolesti (63).

. Ponavljanje odredivanja ENA:

- kao dio prekoncepcijske obrade SLE
pacijentica u svrhu reevaluacije pret-
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hodno negativhog nalaza anti-SS-A
(Ro60), anti-Ro52 i anti-SS-B (La) antiti-
jela jer su ova antitijela povezana s
NLE, ukljucuju¢i kongenitalni srcani
blok kao najtezu komplikaciju.

+ U slu¢aju promjene klinicke slike koja
se povezuje s promjenom fenotipa bo-
lesti ili s pojavom povezane reumatske
bolesti (sindrom preklapanja).

Zagreb, sijecanj 2022.

ZAKLJUCAK

Rezultati ankete provedene 2016. medu hrvat-
skim laboratorijima koji rade dijagnostiku au-
toimunih bolesti ukazali su na veliku heteroge-
nost u svim fazama laboratorijskog odrediva-
nja ANA. Razlog djelomicno lezi u primjeni ra-
zlicitih tehnologija, ali i u nedostatku doku-
mentiranih preporuka za prijeanaliti¢cku, anali-
ticku i poslijeanaliticku fazu testiranja na pri-
sutnost ANA. Ove preporuke imaju za cilj har-
monizaciju ANA testiranja na nacionalnoj razi-
ni, uzimajudi u obzir razli¢ite tehnologije koje
su u upotrebi. Jedan od najvaznijih ocekivanih
rezultata primjene ovih preporuka je izostanak
konfuzije koju su kod klini¢ara izazivali razliciti
algoritmi i razliciti nacini izvjeStavanja za isti
test.
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TasLica A. Nazivlje na nalazu.

Probirni testovi®

1. Antinuklearna antitijela (ANA) - probirni test?

2. Probirni test na ograniceni broj specifi¢nih antinuklearnih antitijela (ANA) (navesti antigene koji su obuhvaceni testom)<
3. ENA probirni test (navesti antigene koji su obuhvaceni testom)d
Testovi na specifi¢na antitijela®

Antitijela na dvostruku uzvojnicu DNA (anti-dsDNA)

Antitijela na SS-A (Ro) antigen (anti-SS-A (Ro))®

Antitijela na SS-A (Ro60) antigen (anti-SS-A (Ro60))

Antitijela na Ro52 antigen (anti-Ro52)

Antitijela na SS-B (La) antigen (anti-SS-B (La))

Antitijela na Smith antigen (anti-Sm)f

10. Antitijela na RNP antigen (anti-RNP)9

11. Antitijela na topoizomerazu | (anti-Topo 1/5cl70)

© ® N o U o»

12. Antitijela na Jo-1 antigen (anti-Jo-1)

13. Antitijela na centromerni protein B (anti-CENP B)

14. Antitijela na PM/Scl antigen (anti-PM/Scl)

15. Antitijela na jezgrin antigen proliferirajuce stanice (anti-PCNA)
16. Antitijela na ribosomski P protein (anti-ribosom P)

17. Antitijela na histone

18. Antitijela na nukleosome

19. Antitijela na RNA polimerazu lll (@anti-RNA-pol II)

20. Antitijela na DFS70 antigen (anti-DFS70)

aMetoda moze biti specificirana u nazivu testa ili u legendi nalaza; ®°Odnosi se isklju¢ivo na IIF test na HEp-2 stanicama; <Odnosi
se na probirne testove koji su komercijalno dostupni pod uobi¢ajenim nazivom CTD-screen; 9ENA probirni test odnosi se samo
na test koji obuhvaca sljedece antigene: SS-A (Ro) (ukoliko test ne razlikuje Ro52 i Ro 60) ili zasebno SS-A (Ro60) i Ro52 (TRIM21);
SS-B (La); Sm (SmD); RNP (U1-RNP ili Sm/RNP, prema specifikaciji proizvodaca); Scl-70 (Topo-I) i Jo-1. Ukoliko test uklju¢uje dodatne
antigene koji nisu obuhvaceni ENA definicijom, koristi se nomenklatura pod to¢kom 2; €SS-A (Ro) - ukoliko test ne razlikuje Ro52
i Ro60; fAlternativno, anti-SmD ukoliko proizvoda¢ deklarira specificnost isklju¢ivo za SmD antigen; 9anti-RNP termin obuhvaca
anti-U1-RNP i anti-Sm/RNP.

TasLicA B. ICAP nazivlje za opis obrasca fluorescencije i pripadajudi klini¢ki zna¢aj. Na nalazu je uz opis fluorescencije preporucljivo
navesti samo AC oznaku obrasca fluorescencije, a u napomeni nalaza poveznicu na ICAP mreZnu stranicu.

ICAP kod Obrazac fluorescencije Klinicki znacaj
Jezgra
AC-1 Homogena fluorescencija jezgre SLE, jatrogeni lupus, juvenilni idopatski artritis
AC-2 Gusto fino granulirana fluorescencija rijetko kod SjS, SSc i SLE, ¢eSc¢e kod zdravih pojedinaca i raznih upalnih
jezgre bolesti koje nisu autoimune etiologije (npr. atopijski dermatitis, astmaii sl.)
AC-3 Fluorescencija centromera ograniceni kozni oblik SSc, PBC

Zagreb, sijecanj 2022.
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ICAP kod Obrazac fluorescencije Klinicki znacaj
AC-4 Fino granulirana fluorescencija jezgre SjS, SLE, dermatomiozitis
AC-5 Grubo granulirana fluorescencija jezgre ~ MBVT, SLE, SSc

Fluorescencija visestrukih tockica u

AC-6 jozgri PBC, sistemske autoimune reumatske bolesti, dermatomiozitis
AC-7 Fluorescencija nekoliko tockica u jezgri  SjS, SLE, SSc, polimiozitis, asimptomatski pojedinci
AC-8 Nukleolarna homogena fluorescencija SSc, sindrom preklapanja SSc¢/PM
AC-9 Nukleolarna grudasta fluorescencija SSc
AC-10 Nukleolarna tockasta fluorescencija SSc, SjS
AC-11 Glatka fluorescencija jezgrine ovojnice SLE, SjS, seronegativni artritis
AC-12 Tockasta fluorescencija jezgrine ovojnice PBC
AC-13 Fluorescencija PCNA-tipa SLE, druga stanja
AC-14 Fluorescencija CENP-F-tipa karcinom, druga stanja
AC-29 Fluorescencija Topo I-tipa SSc
Citoplazma
Citoolazmatska fibrilarna linearna MBVT, kroni¢ni aktivni hepatitis, ciroza jetre, mijastenija gravis, Chronova
AC-15 P " bolest, PBC, dugotrajna hemodijaliza, rijetko kod sistemskih autoimunih
fluorescencija . .
reumatskih bolesti
AC-16 Citoplazmatska fibrilarna nitasta infektivna ili upalna stanja, dugotrajna hemodijaliza, alkoholna bolest jetre,
fluorescencija sistemske autoimune reumatske bolesti, psorijaza, zdravi pojedinci
AC-17 Cltoplazma'F§ka T2l BT ST mijastenija gravis, Chronova bolest, ulcerozni kolitis
fluorescencija
AC-18 Al e s e PBC,.5|stemske autoimune reumatske bolesti, neuroloska i autoimuna
stanja
AC-19 Citoplazmatska gusto fino granulirana anti-sintetaza sindrom, polimiozitis/dermatomiozitis, SLE, juvenilni SLE,
fluorescencija neuropsihijatrijski SLE
AC-20 Citoplazmatska fino granulirana anti-sintetaza sindrom, polimiozitis/dermatomiozitis, ograniceni oblik SSc,
fluorescencija idiopatski pleuralni izljev
Citoplazmatska retikularna fluorescencija cesto kod PBC i SSc, rijetko kod drugih sistemskih autoimunih reumatskih
AC-21 . .
(AMA-tip) bolesti
rijetko kod SjS, SLE, RA, MBVT, granulomatoze s poliangiitisom, idiopatske
AC-22 Fluorescencija Golgi-tipa cerebralne ataksije, paraneoplasti¢ne cerebralne degeneracije, virusnih
infekcija
AC-23 Fluorescencija itapica i prstenova kod pacuenata s.HC\./ r.le.ako.n terapue IFN-Y/rlbaV|r|nom, rijetko kod SLE,
Hashimotovog tireoiditisa i zdravih pojedinaca
Mitotski
AC-24 Fluorescencija centrosoma rijetko kod SSc, Raynaudovog sindroma, infekcija virusima i mikoplazmama
AC-25 Fluorescencija diobenog vretena rijetko kod SjS, SLE i drugih bolesti vezivnog tkiva
AC-26 Fluorescencija NuMA-tipa SjS, SLE, druga stanja
AC-27 Fluorescencija medustani¢nog mosta rijetko kod SSc, Raynaudovog sindroma i maligniteta
AC-28 Bl e rifisidh e mes e rijetko kod diskoidnog eritemskog lupusa, kroni¢ne limfocitne leukemije,

SjS i reumatske polimijalgije

SLE - Sistemski eritemski lupus (engl. Systemic Lupus Erythematosus). SjS - Sjogren sindrom (engl. Sjégren Syndrome). SSc - Sistemska
skleroza (engl. Systemic Sclerosis). PM - Polimiozitis. PBC - Primarni bilijarni kolangitis (engl. Primary Biliary Cholangitis). PCNA -
jezgrin antigen proliferirajuce stanice (engl. Proliferating cell nuclear antigen). CENP-F - centromerni protein F. Scl-70 - 70kDa antigen
povezan sa sklerodermom (engl. 70kDa antigen associated with scleroderma). MBVT - MijeSana bolest vezivnog tkiva (engl. Mixed
Connective Tissue Disease, MCTD). AMA - antimitohondrijska antitijela. HCV - Hepatitis C virus. IFN-y - Interferon gama. NuMA -
jezgrin protein mitotskog aparata (engl. Nuclear mitotic apparatus protein).

Zagreb, sijecanj 2022.
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PRILOG 2.

Komentari pristigli tijekom javne rasprave i recenzije Povjerenstva za stru¢na pitanja Hrvatske

komore medicinskih biokemicara

Komentar

Stranica 4, paragraf 3: ,Antinuklearna antitijela predstavljaju
klasifikacijske kriterije vec¢ine BVT, a temeljni su parametar za
dijagnozu autoimunog hepatitisa (AIH)...”

ANA nisu temeljni parametar za DIJAGNOZU AlIH - navedeno
cak ne pise niti u referenci 7. Referenca navodi potrebu
izvodenja IIF na mozaik preparatima jetrenog, bubreznog

i zelucanog tkiva $to nije opisivano u ovim smjernicama.
Predlazem promjenu dijela recenice: ,Antinuklearna antitijela
predstavljaju klasifikacijske kriterije vecine BVT, a dio su
dijagnostickog algoritma obrade i drugih autoimunih bolesti
poput autoimunog hepatitisa (AIH)...”

2. Stranica 4., paragraf 4: Naziv ,ANA specifi¢cnosti” je nejasan
i zbunjujué. Predlazem da se preformulira u ,specifi¢na ili
pojedinac¢na antinuklearna antitijela (ANA)” kako se i navodi
drugdje u tekstu.

3. Stranica 4., paragraf 4: ,Sest antigena koji su obuhvaceni
nazivom ENA su..”

Ekstraktibilnih nuklearnih antigena ima mnogo vise od

6. Najcesce odredivani u testovima probira i potvrde su 6
navedenih u tekstu.

4. Tablica 1. Autoantitijelo: anti-SS-A (Ro60) - Klini¢ki znacaj —,....

nalaze se u majki djece s NLE...”
Predlazem promijeniti u ,...prisutna u krvotoku majki cija
novorodencad boluje od NLE”

5. Stranica 7, Preporuka 2.

Pojasnjeni su razlozi upotrebe ANA probirnog testa u svrhu
dijagnostike i prepoznavanja autoimunih bolesti, ali u tekstu
nisu pojasnjeni razlozi zasto se navedeni test ne preporuca
koristiti u svrhu pracenja bolesti i odgovora na terapiju, a isto
je navedeno kao preporuka. Posto se kvantifikacija pojedinih
specificnih ANA koristi za pracenje aktivnosti bolesti (Sto je
kasnije i navedeno u tekstu), zadnji dio recenice se moze i
izbaciti za test probira.

6. Stranica 7, paragraf 2: ,Potrebno je pridrzavati se samo
standardnih uputa za pripremu pacijenta za rutinske
laboratorijske pretrage.”

Rijec ,samo” je suvisna. Predlazem: Prije uzorkovanja krvi
potrebno je pridrzavati se standardnih uputa za pripremu
pacijenta za rutinske laboratorijske pretrage.

“Prema dostupnim podacima, terapija ne utjece na vrijeme
uzorkovanja.”
Literatura??

Odgovor

Zahvaljujemo na komentaru.

U referenci 7. navedeni su dijagnosticki kriteriji za AIH (Box 1. i
Box 2), medu kojima su i ANA antitijela kao jedan od seroloskih
biljega AlH tipa I.

Sugestija je djelomic¢no prihvacdena i re¢enica “Antinuklearna
antitijela predstavljaju klasifikacijske kriterije vecine BVT, a temeljni
su parametar za dijagnozu autoimunog hepatitisa (AIH) kao
organ-specificne autoimune bolesti i potvrdeni faktor rizika za
razvoj uveitisa u bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom
(JIA)” izmijenjena je u “Antinuklearna antitijela predstavljaju
klasifikacijske kriterije vecine BVT, a jedan su od temeljnih seroloskih
biljega za dijagnozu autoimunog hepatitisa tipa | (AlH tip I) kao
organ-specificne autoimune bolesti i potvrdeni faktor rizika za
razvoj uveitisa u bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA)”

Zahvaljujemo na komentaru.
Sugestija je prihvacena i “nazivilje ANA specificnosti...” izmijenjeno
je u “nazivlje ANA specifi¢nih antitijela...”

Zahvaljujemo na komentaru.

Smatramo da izmjena nije potrebna jer je ENA uvrijezen naziv
koji u uzem smislu obuhvaca ovih 6 antigena, kao sto je i
objasnjeno na stranicama 4 i 16.

Zahvaljujemo na komentaru.
Tablica po svojoj strukturi zahtijeva sazetu konstrukciju rec¢enice
pa smatramo da predloZena izmjena nije prikladna.

Zahvaljujemo na komentaru.

Neopravdanost koristenja ANA probirnog testa u svrhu pracenja
bolesti i odgovora na terapiju potkrijepljeno je kasnije u tekstu
(str. 18 i referenca 62)

Zahvaljujemo na komentaru.

Sugestija je prihvacena i recenica izmijenjena iz “Potrebno je
pridrZavati se samo standardnih uputa za pripremu pacijenata za
rutinske laboratorijske pretrage.” u “ Prije uzorkovanja krvi potrebno
je pridrZavati se standardnih uputa za pripremu pacijenta za
rutinske laboratorijske pretrage.”

Prema dostupnim literaturnim podacima nigdje nismo nasli

ogranicenje vremena uzorkovanja za ANA testiranje s obzirom
na terapiju pa zaklju¢ujemo da istoga i nema.

Zagreb, sijecanj 2022.
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7. Stranica 7, paragraf 3: ,Vecina proizvodaca preporuca
izbjegavanje upotrebe izrazito hemoliti¢nih, lipemicnih i
ikteri¢nih uzoraka....” -

Zamijeniti rije¢ upotreba sa rijeci analiza.

8. Stranica 7, preporuke za vrstu uzorka i stabilnost.
,Preporucena vrsta uzorka za odredivanje autoantitijela je
serum.”

Predlazem specificirati da se radi o ANA autoantitijelima.
Predlazem dodati i preporuku o temperaturi pohranjivanja i
transporta uzoraka seruma

9. Stranica 8, paragraf 2: , Primjerice, za ELISA metodu to je +/-
2 SD $to iznosi otprilike +/- 30% do 40% na temelju CV unutar
serije od 15% do 20%."

Nejasno je koliki je kriterij prihvatljivosti unutrasnje kontrole
kvalitete?

10. Nisu navedeni preporuceni kriteriji prihvatljivosti za ostale
metode (CLIA, multipleks tehnologiju i sl.) ili barem okvir
dozvoljene varijacije, kako je navedeno za ELISA metode.

11. Stranica 8, paragraf 4: ,Drugi oblik unutarnje kontrole
kvalitete analitickog procesa je pracenje udjela negativnih
rezultata u ukupnom broju rezultata za odredenu analizu
(jednako za ANA probir kao i za pojedinacna specifi¢cna
antitijela).”

Nejasno, postoji li literaturni izvor za ovakav nacin unutarnje
kontrole kvalitete i Sto se toc¢no na ovaj nacin kontrolira? Moze
li se pojasniti ovaj nacin pracenja unutarnje kontrole kvalitete
te postupanje u slucaju veceg ili manjeg udjela negativnih
rezultata u seriji mjerenja, posto navedeno ne mora biti rezultat
analiticke greske?

12. Stranica 9, paragraf 1.

Preporuc¢am navesti jasno koje se metode smatraju
alternativnim testovima za probir. Isto navesti i u tablici A u
prilogu.

Zagreb, sijecanj 2022.

Zahvaljujemo na komentaru.

Recenica je izmijenjena prema sugestiji iz “Vecina proizvodaca
preporuca izbjegavanje upotrebe izrazito hemoliticnih, lipemicnih
i iktericnih uzoraka ne navodeci pritom koncentracije pri kojima
se interferencija pojavljuje.” u “Vecina proizvodaca preporuca
izbjegavanje analize izrazito hemoliticnih, lipemicnih i ikteri¢nih
uzoraka ne navodeci pritom koncentracije pri kojima se
interferencija pojavljuje.”

Zahvaljujemo na komentarima

Sugestija je prihvacena i re¢enice izmijenjene.

Pod podnaslovom Vrsta uzorka i stabilnost:

Recenica “Uzorak izbora za odredivanje autoantitijela je serum.”
izmijenjena je u “Uzorak izbora za odredivanje ANA je serum.”
Pod Preporuka za vrstu uzorka:

Recenica “Preporucena vrsta uzorka za odredivanje autoantitijela
je serum.” izmijenjena je u “Preporucena vrsta uzorka za
odredivanje ANA je serum.”

Smatramo da su navedeni temperaturni uvjeti koji osiguravaju
stabilnost uzorka jednako primjenjivi i za pohranu i za transport
uzoraka pa nije potrebno navoditi posebne preporuke za
transport.

Zahvaljujemo na komentaru.

Osim za IIF metodu, za ostale metode ne postoji jasna
preporuka za kriterije prihvatljivosti rezultata unutrasnje
kontrole kvalitete vec se uglavnom koriste kriteriji proizvodaca
kontrolnog uzorka. Ovdje je dan opceniti primjer na osnovi
prihvatljivog koeficijenta varijacije za ELISA metodu koji iznosi
20%.

Zahvaljujemo na komentaru.

Kriteriji prihvatljivosti CV UKK za metode na ¢vrstoj podlozi nisu
definirani i upravo je u tijeku projekt radne skupine Europske
inicijative za standardizaciju u autoimunosti (engl. European
Autoimmunity Standardisation Initiative- EASI) ¢iji je cilj
definirati kriterije prihvatljivosti CV za pojedina autoantitijela.

Zahvaljujemo na komentaru.

S obzirom da je populacija u kojoj se odreduje prisutnost ANA
u nekom laboratoriju uglavnom konstantna time ¢e i udio
negativnih rezultata biti u jednakoj mjeri konstantan. Svako
znacajnije odstupanje u udjelu ukazuje na mogucu analiti¢cku
pogresku.

Iza navedene recenice u tekstu dodana je referenca i sve
sljedece reference su prenumerirane:

Bogaert L, Van den Bremt S, Schouwers S, Bossuyt X, Van Hoovels
L. Harmonizing by reducing inter-run variability: performance
evaluation of a quality assurance program for antinuclear antibody
detection by indirectimmunofluorescence. Clin Chem Lab Med.
2019;57:990-8.

Zahvaljujemo na komentaru.

U tekstu (str. 13) se jasno navodi da se razliciti testovi na ¢vrstoj
podlozi koji se cesto koriste kao alternativa IIF metodi ne mogu
smatrati ANA probirom zbog ograni¢enog broja autoantigena.
Takvi testovi se moraju definirati kao probir na ograniceni broj
specifi¢nih antigena pri ¢emu ni internacionalne pa tako ni ove
preporuke ne daju prednost bilo kojoj metodi pred ostalima.
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13. Stranica 9, paragraf 2:, Odredivanje specifi¢nih antitijela
bi trebalo ukljucivati barem testove na ¢vrstoj podlozi koji
ukljucuju klasi¢ne ENA antigene ...”

Izbaciti rije¢ ,klasi¢ni” ENA antigeni. Jasno se dalje u zagradi
navode autoantitijela koja se preporucuju.

14. Stranica 9, paragraf 2 - imunometoda s laserski adresabilnim
mikrocesticama — ALBIA

Ispraviti englesku rije¢ ,addresable” u ,addressable”. - ISPRAVITI
Naziv ALBIA je vrlo tesko prevesti na hrvatski jezik. Iz prijevoda
se tesko moze zakljuciti o kakvoj metodi se radi i Sto su
adresabilne mikrocestice. Najcesce se Luminex metoda u
literaturi naziva multipleks tehnologija na mikrocesticama.

15. Stranica 11, paragraf 4: ,Prema ICAP preporuci, ANA probir
metodom IIF treba izvjestavati kao pozitivno...”
Promijeniti rije¢ ,pozitivno” u ,pozitivan”.

16. Stranica 12, paragraf 2.
Ako je klinicki znacajan titar 1:640, preporuka o diluciji
maksimalno do 1:5120 izgleda nepotrebno.

Posto je klinicki vazno znati raste li ili pada titar, mislim da se
moze jasno dati preporuka o maksimalnom titru.

17. Stranica 13, paragraf 2. ,....IIF test ima i neke nedostatke:
subjektivnost, kompleksnost izvodenja, potrebno iskustvo i
vremenski je zahtjevno.”

Predlazem preoblikovati re¢enicu prema slijede¢em: ,,...
nedostatci metode IIF su potrebno iskustvo i subjektivnost
u procjeni obrazaca fluorescencije te vremenski zahtjevno i
kompleksno izvodenje testa.”

Stranica 13, paragraf 2. ,,...medutim nije moguce prepoznati sve
ANA obrasce fluorescencije s ovim sustavima.”

Predlazem preoblikovati recenicu: ,...medutim ovim sustavima
nije moguce prepoznati sve ANA obrasce fluorescencije.”

Zahvaljujemo na komentaru.

Ne smatramo nuznom ovu izmjenu s obzirom da u cijelom
tekstu navodimo termin “klasi¢na ENA” (vidi odgovor na
komentar 3)

Zahvaljujemo na komentaru.

U skladu sa sugestijom recenica je izmijenjena iz “Multipleks
testovi na mikrocesticama poput imunometode s laserski
adresabilnim mikrocesticama (engl. Addresable laser bead
immunoassay - ALBIA) omogucuju odredivanje razlicitih ANA
specificnih antitijela istovremeno (obicno dsDNA, ENA, CENP B).”

u “Multipleks testovi na mikrocesticama poput imunometode s
laserski adresabilnim mikrocesticama (engl. Addressable laser bead
immunoassay - ALBIA), odnosno Luminex metode, omogucuju
odredivanje razlicitih ANA specifi¢nih antitijela istovremeno (obicno
dsDNA, ENA, CENP B).”

Zahvaljujemo na komentaru.

U skladu sa sugestijom recenica je izmijenjena iz “Prema ICAP
preporuci, ANA probir metodom IIF treba izvjestavati kao pozitivno
u slucajevima pozitivne fluorescencije jezgre, ali i kod jasnih
citoplazmatskih i mitotskih obrazaca imunofluorescencije (2,41).” u
“Prema ICAP preporuci, ANA probir metodom IIF treba izvjestavati
kao pozitivan u slucajevima pozitivne fluorescencije jezgre, ali i kod
jasnih citoplazmatskih i mitotskih obrazaca imunofluorescencije
(2,42)."

Zahvaljujemo na komentaru.
U preporuci je jasno navedeno titriranje barem do klinicki
znacajnog titra od 1:640.

U tekstu, na str. 18 je navedeno: “Odredivanje ANA je primarno
dijagnosticki test i serijsko pracenje titra nije opravdano s
obzirom da promjena titra ne korelira s aktivhoscu bolesti i ne
moze se koristiti u procjeni uspjesnosti terapije (1, 63).”
Odredivanje titra ima primarnu svrhu u razlucivanju zdravih
osoba i onih s ne-autoimunim bolestima kod kojih ANA mogu
biti prisutna u niskom titru od osoba s autoimunim bolestima,
sto je objasnjeno na str.12.

Zahvaljujemo na komentaru.
Smatramo da predlozena promjena nije bitno drugacija od
napisanog.

Zahvaljujemo na komentaru.

U skladu sa sugestijom recenica je izmijenjena iz “Neki od

ovih nedostataka reducirani su uvodenjem automatiziranih
mikroskopskih sustava temeljenih na digitalnoj akviziciji i analizi
imunofluorescentnih slika kroz algoritam prepoznavanja obrazaca,
medutim nije moguce prepoznati sve ANA obrasce fluorescencije

s ovim sustavima (47, 48).” u “Neki od ovih nedostataka reducirani
su uvodenjem automatiziranih mikroskopskih sustava temeljenih
na digitalnoj akviziciji i analizi imunofluorescentnih slika kroz
algoritam prepoznavanja obrazaca, medutim ovim sustavima nije
moguce prepoznati sve ANA obrasce fluorescencije (48,49).”

Zagreb, sijecanj 2022.
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Stranica 13, paragraf 2. ,Prednosti metoda na ¢vrstoj podlozi
su temeljene na vise ¢imbenika: visoka analiticka specificnost
i osjetljivost, bolja reproducibilnost, krace vrijeme izrade i
nepotrebno iskustvo kao za IIF, $to sve osigurava pouzdanost i
dosljednost.”

Predlazem preoblikovati rec¢enicu: , Prednosti metoda na
¢vrstoj podlozi su u vecoj analitickoj specifi¢nosti i osjetljivosti,
boljoj reproducibilnosti i kracem vremenu izvedbe analize. Ove
metode ne zahtijevaju profesionalno iskustvo u definiranju
rezultata poput metode IIF.”

Stranica 14, ANA specifi¢ni testovi (ukljucujuci ENA)

Podnaslov — samo ANA specifi¢ni testovi ili samo ENA specificni
testovi jer se ovako ¢ini kao da su ENA antitijela nesto potpuno
odvojeno od ANA antitijela. Predlazem ostaviti ANA specifi¢ni
testovi.

Stranica 14. paragraf 2: ,Ovisno o koristenoj tehnologiji,
odredivanje ANA specificnosti moze se provesti primjenom
pojedinacnih testova ili u obliku testova koji omogucuju
odredivanje nekoliko specifi¢nosti u isto vrijeme (ELISA, LIA i
ALBIA).”

Prijedlog identi¢an kao pod to¢kom 2.

Kako se ELISA metodom moze kvantificirati nekoliko specifi¢nih
ANA u isto vrijeme? Takav test je kvalitativan. Za svako
specificno ANA antitijelo koristi se poseban ELISA kit, ¢cime bi

se ELISA uvrstila u pojedinacne testove. Predlazem iz zagrade
maknuti ELISA metodu.-

Stranica 14, Antitijela na dsDNA, paragraf 1: ,Usprkos
medunarodno dostupnom standardu, primjena razli¢itih
metoda rezultira razlic¢itim izmjerenim koncentracijama za iste
uzorke.”

Predlazem preoblikovati rec¢enicu: , Usprkos medunarodno
dostupnom standardu, znacajna je interlaboratorijska
varijabilnost zbog primjene razli¢itih metoda.”

Na temelju prethodne konstatacije o znacajnoj
interlaboratorijskoj varijabilnosti, bilo bi dobro navesti da
se specificna ANA antitijela kod pacijenata s postavljenom
dijagnozom BVT prate istom metodom. —

Stranica 17, grani¢na vrijednost

Iz smjernica nije jasno koja se vrijednost titra preporuca kao
granic¢na? lako granicna vrijednost nije jasno definirana niti
ostalim, ve¢ postojec¢im smjernicama, bilo bi bolje navesti da
svaki laboratorij odredi svoju grani¢nu vrijednost, ovisno o
proizvodacu i testu koji koriste. Medutim, to ne bi trebao biti cilj
dokumenta koji donosi preporuke s ciljem harmonizacije.

Zagreb, sijecanj 2022.

Zahvaljujemo na komentaru.
Smatramo da se predlozenom izmjenom donekle gubi smisao
recenice.

Zahvaljujemo na komentaru.

Paragraf je naslovljen na ovaj nacin iz razloga da ¢itatelju odmah
bude vidljivo da obuhvaca i podskupinu ENA specifi¢nosti

za razliku od anti-dsDNA na koje je osvrt dan u zasebnom
paragrafu.

Zahvaljujemo na komentaru.

Prijedlog identi¢an kao pod tockom 2 je prihvacen i recenica
izmijenjena iz

“Qvisno o koristenoj tehnologiji, odredivanje ANA specifi¢nosti
moze se provesti primjenom pojedinacnih testova ili u obliku
testova koji omogucuju odredivanje nekoliko specificnosti

u isto vrijeme (ELISA, LIA i ALBIA).” u “Ovisno o koristenoj
tehnologiji, odredivanje ANA specificnih antitijela moZe se provesti
primjenom pojedinacnih testova ili u obliku testova koji omogucuju
odredivanje nekoliko specificnosti u isto vrijeme (ELISA, LIA i ALBIA).”

ELISA testom je moguce u jednom koraku odrediti vise
specificnih antitijela tako da se serum istovremeno stavlja u
vise jazica (obi¢no jedan strip ELISA plocice) od kojih je svaka
oblozena razlicitim antigenom - to su tzv. ELISA profil testovi i
nisu kvantitativni Sto u tekstu i nije navedeno.

Zahvaljujemo na komentaru.
Smatramo da originalna recenica bolje odgovara kontekstu.

Zahvaljujemo na komentaru.

Uz izuzetak anti-dsDNA, odredivanje ANA specifi¢nih antitijela
ne sluzi u pracenju pacijenata s postavljenom dijagnozom BVT,
sto je objasnjeno u tekstu (Podnaslov Poslijeanaliticka faza).

Zahvaljujemo na komentaru.

Preporuka 2 za Analiticku fazu navodi da laboratorij moze
preuzeti preporucenu grani¢nu vrijednost titra (koja odgovara
pocetnom razrjedenju uzorka) od proizvodaca ili odrediti
granicni titar na lokalnoj populaciji, uz uvjet da odgovara 95-0j
percentili zdravih kontrola.

Za sve nestandardizirane testove, pa tako i za testove
odredivanja pojedinih antitijela preporucljivo je da laboratorij
odredi referentni interval ili grani¢nu vrijednost na lokalnoj
populaciji, ali to nije uvijek financijski izvedivo pa ostaje samo
na razini preporuke, kao i u ovom slucaju.
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Predlazem da se u prilogu Smjernica prikaze prijedlog izgleda
nalaza sa svim navedenim stavkama koje treba izdati na nalazu i
za test probira i za potvrdne testove. -

Za test probira IIF predlazem da se u tekstu navede
preporuceno povecanje na fluorescentnom mikroskopu pod
kojim treba ocjenjivati obrasce imunofluorescencije te navede
vaznost pregleda i Hep-2 stanica u interfazi i stanica u mitozi
(Sto podkrijepljuje i Slika 2 ICAP klasifikacije ANA IIF obrazaca na
Hep-2).

Posto je metoda IIF kvalitativna i ocjena rezultata subjektivna,
logi¢no bi bilo ¢uvati pripremljene preparate odredeno vrijeme.
Iz iskustva smo svi svjesni da se fluorescencija gubi, ¢ak i kada
se preparati cuvaju u mraku. Zbog toga smatram da, radi
potencijalnog zahtjeva za provjerom rezultata nakon izdavanja
nalaza, cuvanje preparata duze od tjedan dana nema smisla, a i
¢uvanje od tjedan dana je prekratko. Medutim, posto, vjerujem
svi, ru¢no unosimo takav kvalitativan nalaz u LIS, predlazem

da se smjernicama definira vremenski period (jednu godinu?)
obaveznog ¢uvanja barem radnih lista? Navedeno nije problem
za automatizirane sustave prikaza imunofluorescencije koji
imaju mogu¢nost elektronske pohrane rezultata kroz duzi
vremenski period.

Komentari Povjerenstva za struc¢na pitanja HKMB

Glede tocke 3. Preporuke za racionalni algoritam (“Ukoliko
potpuna evaluacija ANA (probir i potvrda specificnosti) nije
ukljucena u zahtjev, preporuca se provesti potpunu evaluaciju ili
bi, kao minimalni zahtjev, u napomeni na nalazu trebalo navesti
preporuku za odredivanje specificnih antitijela.”) napomenuli
bismo da se otvara pitanje naplate potpune evaluacije ako nije
navedena u originalnoj uputnici.

Vezano za recenicu “Prije odabira metode za odredivanje
anti-dsDNA treba uzeti u obzir i na kojoj razini zdravstvene zastite
(primarna ili sekundarna/tercijarna zdravstvena zastita) ce se
analiza provoditi. “, koja se nalazi u dijelu pod podnaslovom
“Antitijela na dsDNA”, napomenuli bismo da se ANA probir i
potvrda ne izvodi u primarnoj zdravstvenoj zastiti, a ukoliko
se misli na razinu zdravstvene zastite koja potrazuje zahtjev

za testovima ANA probira i potvrde, recenicu bi trebalo
preoblikovati.

Zahvaljujemo na komentaru.

Ovaj dodatak ne smatramo potrebnim jer Preporuke za
poslijeanaliticku fazu navode $to sve treba navesti na nalazu, a
Tablica A jasno navodi preporucenu nomenklaturu.

Zahvaljujemo na komentaru.

Vaznost pregleda stanica u interfazi i mitozi jasna je vec iz
obrazaca fluorescencije prema ICAP klasifikaciji koje mozemo
ocekivati kod pacijenata.

Smatramo da je optimalno povecanje pod kojim treba analizirati
obrazac fluorescencije ono pod kojim se obrazac moze jasno
definirati pa nema potrebe za preporukom specificnog
povecanja.

Zahvaljujemo na komentaru.

Preporuceno vrijeme ¢uvanja laboratorijske dokumentacije
dio je preporuka HKMB i Preporuka za poslijenanaliticku fazu
laboratorijskog rada pa ne smatramo potrebnim posebno se
osvrtati na to u okviru ovih preporuka.

Zahvaljujemo na komentaru.

Upravo za slucajeve kad je zahtjev upucen putem uputnice
CEZIH-a gdje nije moguce dodavanje pretraga, navedena je
opcija napomene na nalazu s preporukom za odredivanje
specifi¢nih antitijela kao minimalni zahtjev. Mogucnost potpune
evaluacije ANA u slucaju kad ista nije primarno sadrzana u
zahtjevu, ponegdje je moguca u bolnickom sustavu putem
BIS-a.

Zahvaljujemo na komentaru.

Recenica je izmijenjena u skladu sa sugestijom iz “Prije odabira
metode za odredivanje anti-dsDNA treba uzeti u obzir i na kojoj
razini zdravstvene zastite (primarna ili sekundarna/tercijarna
zdravstvena zastita) ¢e se analiza provoditi.” u “Prije odabira
metode za odredivanje anti-dsDNA treba uzeti u obzir s koje
razine zdravstvene zastite (primarna ili sekundarna/tercijarna
zdravstvena zastita) se upucuje vecina zahtjeva za analizom.”

Zagreb, sijecanj 2022.
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Dragi ¢lanovi,

Hrvatsko drustvo za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu definiralo je unaprjedenje
kvalitete laboratorijskog rada u Hrvatskoj kao jedan od svojih glavnih strateskih ciljeva. U tu svrhu

osnovan je velik broj Radnih grupa diji je cilj promicanje harmonizacije i standardizacije laborato-
rijskih postupaka u svim fazama laboratorijskog rada.

Kao rezultat rada Radne grupe za ekstravaskularne uzorke HDMBLM-a nastale su ove preporuke,
a jos je nekoliko dokumenata u pripremi te ¢e uskoro biti dostupne svim ¢lanovima Drustva.

U nadolaze¢em razdoblju najavljujemo:

Preporuke za postupanje s hemoliti¢nim, lipemicnim i ikteri¢nim uzorcima
Preporuka za obradu mokrace
Preporuke za odredivanje antitijela na citoplazmu neutrofilnih granulocita (ANCA)

Preporuke za pretrage uz bolesnika

HDMBLM
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