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POVZETEK

Napredek laboratorijskega testiranja v zadnjih letih je spre-
menil diagnosticni algoritem in spremljanje celiakije. Do-
konc¢na potrditev diagnoze je kompleksna in osnovana na
kombinaciji klini¢nih, seroloskih in histopatoloskih izsledkov.
Smernice ESPHGAN za potrditev celiakije iz leta 2012 so
prvic predvidele opustitev biopsije sluznice tankega ¢revesa
pri skupini simptomatskih otok z zelo povisanimi vrednostmi
serumskih protiteles (TGA-IgA 2 10-krat nad zgornjo mejo
normale). Smernice so bile leta 2020 ponovno revidirane
in posodobljne v skladu z dokazi podprte medicine (EBM).
Kot osnovni presejalni test pri otrocth s sumom na celia-
kijo in asimptomatskih bolnikih s povisanim tveganjem za
celiakijo se priporoca doloc¢anje celokupnih protiteles IgA
in specificnih protiteles TGA-IgA. Pri pristopu brez biopsi-
je se priporoca testiranje protiteles EMA-IgA v sekundar-
nem serumskem vzorcu. Molekularno-genetsko dolocanje
HLA- DQ2 in HLA-DQS8 pri bolnikih s pozitivno serolo-
gijo ni ve¢ potrebno, ima pa visoko negativno napovedno
vrednost pri skupini asimptomatskih bolnikov.

Kljucéne besede: ccliakija, diagnostika, seroloske preiska-
ve, genetske preiskave, TGA, EMA

ABSTRACT

Advances in laboratory testing in recent years have chan-
ged the diagnostic algorithm and monitoring of celiac di-
sease (CD). The diagnosis of CD is complex and based on
combination of clinical, serological and histopathological
information. ESPHGAN guidelines for CD diagnosis in
2012 considered omission of duodenal biopsies in a subgro-
up of symptomatic children with very high auto antibody
levels in serum (TGA-IgA 2 10x upper limit of normal). In
2020, guidelines were revised and updated according to
evidence-based medicine (EBM). They recommend testing
for total IgA and TGA-IgA as initial screening in children
with clinical suspicion of CD and asymptomatic children
with higher risk. The CGD diagnosis following the no-bio-
psy approach should be confirmed by a positive EMA-IgA
testing in secondary serum sample. Molecular-genetic te-
sting for HLA-DQ2 and HLA-DQ8 is not required in pa-
tients with positive serological tests, but has a high nega-
tive predictive value in a group of asymptomatic patients.

Key words: celiac disease, diagnostics, serological tests,
genetic tests, TGA, EMA
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CELIAKUJA

Celiakija je kroni¢na, vecorganska, avtoimuna bolezen, ki
najpogosteje prizadene tanko ¢revo pri genetsko predispo-
niranih posameznikih (I). Ob uzivanju gliadina in ostalih
prolaminov v zitih se sprozita humoralni imunski odziv
z nastajanjem znacilnih protiteles (TGA, EMA, DGP) in
celicni imunski odziv (IFN-y, TNF-a, IL), ki povzrocita
atrofijo resic in okvaro sluznice tankega crevesa (2). Kli-
nicna slika celiakije je zelo raznolika in se lahko kaze z
nespecificnimi znaki in simptomi (3). Med bolj specifi¢ni-
mi je klasi¢na slika malabsorpcije, pogoste so tudi boleci-
ne v trebuhu in kronic¢na diareja (4).

EPIDEMIOLOSKI PODATKI

Prevalenca celiakije se je v zadnjih 50 letih moc¢no pove-
cala predvsem na racun sodobnejsih diagnosticnih pris-
topov in presejalnih testov pri posameznikih s povisanim
tveganjem za celiakijo. Ocenjujejo, da ima celiakijo nek-
je med 0,6 in 1 % splosne populacije, zato je ena najpogo-
stejsih genetsko pogojenih bolezni na svetu (6, 7). Pogo-
stost pojavljanja celiakije je vi§ja med sorodniki v prvem
kolenu (5-10 %) ter pri bolnikih z avtoimunimi obolenjt,
kot so sladkorna bolezen tipa 1, bolezni $¢itnice, avtoi-

Diagnosticiranje celiakije je kompleksno, zato bolezen po-
gosto ostaja neodkrita. Evropsko zdruzenje za pediatric-
no gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano (ESPG-
HAN) je leta 1970 sprejelo enotna diagnosticna merila za
celiakijo, tako imenovana klasi¢na merila, ki so temeljila
na endoskopskem odvzemu vzorca sluznice tankega Cre-
vesa (biopsija). Sele revidirana merila ESPGHAN iz leta
2012 prvic ne temeljijo izkljucno na biopsiji. Od letosnjega
leta so v veljavi nove, posodobljene ESPGHAN smernice
2020. Njihova priporocila so plod sistematicnega pregle-
da literature in ocene klini¢ne uporabnosti (5).

muni hepatitis, selektivno pomanjkanje IgA ali revmato-
idne bolezni (8). Zaradi raznolike klini¢ne slike in $tevil-
nih spremljajocih simptomov ostaja velik delez bolnikov
neodkrit oziroma so tudi v srednji Evropi diagnosticirani
z zamudo (9). Teorija ledene gore ponazarja manjsi delez
ustrezno prepoznanih bolnikov znotraj mnogo ve¢je mno-
zice nediagnosticiranih s tiho oziroma latentno celiakijo
in poudarja pomen presejalnih testov pri klinicno asimp-
tomatskih bolnikih (10).

LABORATORULJSKI TESTI ZA DOKAZOVANUJE CELIAKIJE

Laboratorijska diagnostika celiakije je raznolika ter osnova-
na na kombinaciji seroloskega testiranja, molekularno-genet-
ske tipizacije in histopatoloskega pregleda biopsije sluznice
tankega crevesa. Nobeden od navedenih testov samostojno
ne zadosca za potrditev diagnoze (4). Osnovni in izkljucno
priotrocih tudi samozadostni laboratorijski test je serologija,
pri ¢emer morajo biti potrditveni seroloski testi in biopsija
opravljeni v ¢asu normalnega prehranjevanja (11). Hkrati s
tehnoloskim razvojem metod se je spremenil nabor diagno-
sticnih testov, s katerimi potrjujemo celiakijo v laboratoriju.

Serolosko testiranje za celiakijo
znacdilnih protiteles

Serolosko testiranje je neinvazivno in cenovno ugodno, zato
se uporablja za potrjevanje celiakije in kot presejalni test pri
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bolnikih s sumom na celiakijo. Pri otrocih in mladostnikih
lahko s stopenjskim doloc¢anjem protiteles v dveh razlicnih
vzorcih seruma diagnozo dokoncno potrdimo, medtem ko
pri odraslih ostaja zlati standard endoskopska preiskava in
histopatoloski pregled biopsije ¢revesne sluznice (12). Prvot-
no v serumu bolnikov s sumom na celiakijo vedno doloca-
mo celokupno koncentracijo imunoglobulinov IgA,
da izklju¢imo lazno negativen rezultat v primeru selektiv-
nega pomanjkanja IgA protiteles (13). Ce je njihova koncen-
tracyja znizana, dolocamo protitelesa razreda IgG (14,15).

Med specificna protitelesa, ki so najbolj znacilna za celiakijo,
uvrscamo protitelesa proti tkivni transglutaminazi (TGA)
razreda IgA in IgG, protitelesa proti endomiziju (EMA) ra-
zreda IgA in IgG ter protitelesa proti deamidiranim gliadin-
skim peptidom (DGP) razreda IgA in IgG. Dolocanje pro-



titeles proti gliadinu (AGA) se zaradi nizke specificnosti in
obcutljivosti testa za potrjevanje diagnoze v klini¢ni praksi
ne priporoca vec (16). Vsi seroloski testi imajo visoko pozi-
tivno napovedno vrednost — PNV, kar pomeni, da poziti-
ven rezultat z veliko verjetnostjo potrjuje diagnozo. Spo-
dnja tabela prikazuje obcutljivost in specificnost seroloskih
testov razlicnih, za celiakijo znacilnih protiteles (Tabela 1).
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Najvecjo specificnost izkazujejo protitelesa EMA (99 %), zato
so najprimernejsa za potrjevanje bolezni, medtem ko je viso-
ka obcutljivost protiteles TGA (98 %) primernejsa za prescja-
nje (4). Obcutljivost testov lahko pove¢amo s kombinacijo vec¢
razlicnih, vendar se ob tem zniza specificnost, zato to ni pripo-
rocljivo pri preiskovancih z nizjo verjetnostjo za celiakijo (11).

Tabela 1: Obéutljivost in specifi¢nost razli¢nih seroloskih testov (povzeto po Al-Toma et al., 2019)

Table 1: Sensitivity and specificity of different serological tests (according to Al-Toma et al., 2019)

Antigen Tip protiteles Obéutljivost,%(rang) Specifiénost, %(rang)
IgA 85 (57-100) 90 (47-94)
Gliadin
IgG 80 (42-100) 80 (50-94)
IgA 95 (86-100) 99 (97-100)
Endomizij
IgG 80 (70-90) 97 (95-100)
IgA 98 (78-100) 98 (90-100)
Tkivna transglutaminaza
IgG 79 (45-95) 95 (94-100)
IgA 88 (74-100) 90 (80-95)
Deamidirani gliadinski peptidi
IgG 80 (70-95) 98 (95-100)

Tkivna transglutaminaza (tT'G) je encim velikosti 76
kD, sestavljen iz 686 aminokislin in v telesu opravlja raz-
licne fizioloske funkcije, katalizira kovalentno prec¢no po-
vezavo proteinov z glutaminskimi ostanki, sodeluje pri re-
gulaciji celicne proliferacije, diferenciacije in apoptoze (17,
18). Encim tT'G ima poglavitno vlogo v patogenezi celiaki-
je, deamidira glutaminske ostanke gliadina ter s tem olaj-
$a njegovo vezavo na molekule histokompatibilnostnega
kompleksa na antigen predstavitvenih celicah (19). Imu-
nogeni gliadin prepoznajo limfociti CD4, katerih aktiva-
cija sprozi tako celi¢ni imunski odziv preko tvorbe infla-
matornih citokinov kot tudi humoralni imunski odziv z
nastajanjem razlicnih protiteles (20). Dolocanje protite-
les proti tkivni transglutaminazi razreda IgA (TGA-IgA)
je najbolj razsirjen in uporabljen test pri diagnosticiranju
celiakije, obcutljivost in specificnost testa pri nezdravlje-
nih bolnikih je nad 98 %. Protitelesa TGA-IgA/IgG do-

lo¢amo z encimsko-imunskim testom (ELISA) ali redkeje
radio-imunskim testom (RIA). Vi§ji kot je titer protiteles
TGA, vecja je verjetnost za resnicno pozitiven rezultat (4).
Za neinvazivno testiranje vec¢jih populacij so na voljo tudi
hitri presejalni testi za kakovostno dolocanje specificnih
protiteles, ki temeljijo na imunokromatografski metodi.

Protitelesa proti endomiziju (EMA) so bila prvi po-
membnejsi diagnosticni test za potrjevanje celiakije, Se po-
sebej pa je bilo pomembno odkritje leta 1997, da je TGA
tarcni antigen za endomizijska protitelesa (21). Protitelesa
EMA dolo¢amo na osnovi indirektne imunofluorescence
(IIF) na antigenskem substratu (tkivo opic¢jega poziralnika,
cloveske popkovnice ali celi¢ne linije). Avtoprotitelesa iz
seruma se vezejo na antigene na objektnem steklu, doda-
mo sekundarno protitelo, oznaceno s fluorescentnim bar-
vilom, nato pod fluorescen¢nim mikroskopom pri valovni
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dolzini 515 nm opazujemo razlicne tipe in jakosti imu-
nofluorescence. Stevilne $tudije so potrdile, da je dolo¢a-
nje protiteles TGA najbolj obcutljiv in doloc¢anje protiteles
EMA najbolj specificen test za potrjevanje celiakije (10, 22).

Deamidirani gliadinski peptidi (DGP) nastajajo po
deamidaciji gliadina s TGA v sluznici tankega crevesa
samo v primeru celiakije. Test DGP-IgA ima sprejemlji-
vo, vendar nizjo pozitivno napovedno vrednost (70 %) kot
dolocanje protiteles TGA-IgA. Dolocamo ga z encimsko-
-imunskim testom. Dolocanje protiteles DGP in TGA ra-
zreda IgG skupaj je najboljsi pristop za potrjevanje celi-
akije pri osebah s selektivnim pomanjkanjem IgA (4, 16).

Molekularno-genetsko testiranje
celiakije - HLA-DQ2 in HLA-DQS
tipizacija

Celiakija je multifaktorska bolezen, pri njenem nastanku
sodelujejo tako okoljski (gliadin in ostali prolamini v zi-
tih) kot tudi genetski dejavniki. Glavno vlogo pri razvoju
celiakije pripisujejo genom poglavitnega histokompatibil-
nostnega kompleksa, pri cloveku HLA (humani levkoci-
tni antigeni) (23).

Avstralska $tudija na skupini 356 bolnikov s celiakijo je po-
kazala, da je HLA-DQ2 ali HLA-DQ8 pozitivnih skupno
kar 99,6 % bolnikov, ter da je proizvodnja TGA ali EMA
protiteles odvisna od prisotnosti genov HLA-DQ2/DQ8.
Vecina bolnikov (95 %) ima prisotno alelno varianto HLA-
-DO2 (DOAT*05/DOQBI1#02), redki (cca. 5 %) pa varianto
HLA-DQ8 (DOA1*03/DQB1¥0302) (24). Prav tako je ve-
lika vseevropska studija na 1008 preiskovancih potrdila
1zjemno nizko stopnjo odsotnosti nosilcev DQ2 ali DQ8
alelov med bolniki s celiakijo (61/1008) (25). Posamezni-
ki, ki imajo dvojno kopijo DQBI1*02 (DR3-DQ2 homozi-
goti ali DR3-DQ2/DR7-DQ2 heterozigoti), imajo izrazi-
to povisano tveganje za razvoj celiakije (24, 25). Glede na
dejstvo, da so aleli HLA DQ2/DQ8 pogosto prisotni tudi
v splosni populaciji, ima test nizko specificnost in se zato
ne uporablja za potrjevanje bolezni. Kljub nizki specific-
nosti pa ima tipizacija HLA-DQ2 in HLA-DQ8 zelo viso-
ko negativno napovedno vrednost (99 %), zato so genetski
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testi uporabni za izkljuCevanje celiakije pri ljudeh z viso-
kim tveganjem (SBT1, ostala avtoimuna obolenja) in pri
bolnikih, pri katerih tezko postavimo diagnozo zaradi na-
sprotujocih si izvidov (3).

Prisotnost alelov HLA-DQ2 in HLA-DQS8 dolo¢amo z
metodo verizne reakcije s polimerazo v realnem casu (re-
al-time PCR ali qPCR) s hidrolizirajocimi sondami za de-
tekeijo specificnih zaporedij (TagMan). Sonde sestavljajo
oligonukleotidna zaporedja z dusilnim in reporterskim bar-
vilom, pri ¢emer dusilno barvilo zaradi blizine ne omo-
goca absorpcije in emisije reporterskega. Med pomnoze-
vanjem polimeraza v realnem casu s svojo eksonukleazno
aktivnostjo razgradi sondo za detekcijo specificnih zapo-
redij, ki se nahaja sredi matricne DNA med zacetnima
oligonukleotidoma. Pri razgradnji sond se sprosti repor-
tersko barvilo, ki tako ni vec¢ v blizini dusilnega in zato
fluorescira pri znacilni valovni dolzini ter omogoca spre-
mljanje pomnozevanja produkta ter s tem prisotnost spe-
cificnega alela. Obstajajo razli¢ni diagnosti¢ni kompleti
za detekeijo HLA, vendar nobeden ne omogoca dolocit-
ve vseh moznih alelnih variant (26, 27).

Histopatoloska analiza sluznice
tankega crevesa

Biopsija sluznice tankega Crevesa je dolga leta veljala za
zlati standard v diagnostiki celiakije. Pri bolnikih se
na sluznici pojavljajo znacilne morfoloske spremembe, ki
se kazejo z atrofijo ¢revesnih resic, poglobitvijo kript v ¢re-
vesni sluznici in pomnozitvijo limfocitov med epitelnimi
celicami (28). Za ocenjevanje stopnje okvare sluznice se
uporablja modificirana Marsh-Oberhuberjeva klasifika-
cija, s katero spremembe sluznice tankega Crevesa razvr-
stimo v stopnje od 0 do 3 (Tabela 2) (29, 30, 31). Za celia-
kijo so najznacilnejse spremembe 3. stopnje, ki jih delimo
$e na podskupine 3a, 3b in 3c. Klju¢no merilo pri opre-
delitvi celiakije je atrofija oziroma krajsanje crevesnih re-
sic. Za dokonc¢no potrditev celiakije je treba opraviti vsaj
stir1 biopsjje distalnega dela dvanajstnika in vsaj eno bio-
psijo zacetnega bulbusa dvanajstnika v ¢asu normalnega
vnosa glutena (31, 32).
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Tabela 2: Modificirana Marsh-Oberhuberjeva klasifikacija histopatoloskih sprememb pri celiakiji (povzeto po Oberhuber et al., 2000)

Table 2: Modified Marsh-Oberhuber classification of histopathological changes in celiac disease (adopted from Oberhuber et al., 2000)

:;:fsnhij po St'le(‘)lti)I:::tery:ecztilzi\t‘alri\:if;iitlj;’ / Hiperplazija kript | Crevesne resice oz. vilusi
0 <40 Ni prisotna Normalne

1 >40 Ni prisotna Normalne

2 >40 Prisotna Normalne

3a >40 Prisotna Blaga atrofija

3b >40 Prisotna Zmerna atrofija

3¢ >40 Prisotna Popolna atrofija

NOVE SMERNICE ZA DIAGNOSTIKO CELIAKLJE PRI

OTROCIH IN MLADOSTNIKIH

Klasi¢ne smernice Evropskega zdruzenja za pediatricno
gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano so bile revidi-
rane leta 1990, leta 2012 pa so dozivele temeljito prenovo.
Glavna novost smernic ESPHGAN iz leta 2012 je bila, da
lahko gastroenterolog pri otrocih in mladostnikih z znaki ali
simptomi, ki kazejo na celiakijo, postavi diagnozo brez bio-
psije sluznice tankega crevesa (12, 15, 33). Pri tem pristopu
morajo biti izpolnjeni naslednji pogoji:

* vserumu morajo biti vrednosti TGA-IgA > 10-krat

nad zgornjo mejo normalnih vrednosti;

* protitelesa EMA morajo biti pozitivna v sekundarnem
serumskem vzorcu;

* genetski testi za HLA-DQ2 ali HLA-DQ8 morajo biti

pozitivni.

V letu 2019 sta obe najvecii evropski strokovni zdruzenji za
celiakijo, ESPHGAN (primarno za otrosko populacijo) in
Evropsko zdruzenje za preucevanje celiakije, EScCD (pri-
marno za odrasle) izkazali potrebo po posodobitvi obstoje-
¢ih smernic za vodenje celiakije ter ostalih z glutenom pove-
zanih bolezni (4, 5). Delovna skupina za celiakijo, imenovana
pri ESPGHAN, je temeljito preucila klini¢na in diagnostic-
na vprasanja ter v skladu z dokazi podprte medicine izdala

nove posodobljene smernice za diagnostiko celiakije
2020 pri otrocih in mladostnikih ().

Klini¢na slika celiakije je zelo raznolika, zato je po novih
smernicah testiranje na celiakijo priporoceno ob naslednjih
klini¢nih znakih in simptomih (5, 34):
* gastrointestinalni znaki: kroni¢na ali obcasna diareja,
kroni¢no zaprtje, abdominalne bolecine, ponavljajoca
se slabost in bruhanje;

e ckstraintestinalni znaki: izguba teze, zaostanek v
rasti, pozna puberteta in amenoreja, nevropatija,

artritis, kronicna anemija zaradi pomanjkanja zeleza,
zmanj$ana kostna gostota (osteopenija, osteoporoza),
kroni¢na utrujenost, artritis, kroni¢na anemija zaradi
pomanjkanja zeleza, ponavljajoce se razjede v ustih,
kozni izpus$caj, nepravilnosti zobne sklenine;

e specificna stanja: sorodnik v prvem kolenu s celiakijo,
avtoimunska obolenja (SBT'1, bolezni $¢itnice, jetrne
bolezni), pomanjkanje IgA, Downov sindrom,
Turnerjev sindrom, Williams-Beuren sindrom.

Dokonc¢na potrditev celiakije je kompleksna in osnovana na
kombinaciji klini¢nih, seroloskih in histopatoloskih izsled-
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kov. Medtem ko pri odraslih ostaja zlati standard endoskop-  35). Posodobljenti so tudi algoritmi, ki se v osnovi razlikujejo
ska preiskava s histopatoloskim pregledom biopsije, lahko pri med bolniki s klini¢nimi znaki oziroma bolniki s povisanim
pediatri¢nih bolnikih postavimo diagnozo tudi brez biopsije tveganjem za celiakijo (asimptomatski bolniki) ter bolniki s
tankega crevesa samo na podlagi seroloskega testiranja (34, selektivnim pomanjkanjem IgA (Slika 1).
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Slika 1: Diagnosticni algoritem laboratorijskih testov pri potrievanju celiakije (prirejeno po Husby et al., 2020). 1. Primarni nivo: osnovni testi. 2.
Specialistiéni nivo: potrditveni testi

Figure 1: Diagnostic algorithm of laboratory testing in celiac disease (adopted and simplified after Husby et al., 2020). 1. Primary care: initial testing, 2.
Specialist care: confirmatory festing

Legenda:

--» ob ponovljenih normalnih celokupnih IgA in klinicenem sumu je treba upostevati moznost lazno negativne
serologije ter razmisliti o izvedbi molekularno-genetskega HLA testiranja

? potreben je posvet med bolnikom, starsi in pediatri¢nim gastroenterologom
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Kot osnovni presejalni test pri bolnikih s sumom na celi-
akijo in asimptomatskih bolnikih s povisanim tveganjem
za celiakijo se priporoca dolocanje celokupnih IgA in pro-
titeles TGA-IgA (36). Pri tem se diagnosti¢ni postopek ne
razlikuje med simptomatskimi in asimptomatskimi bolni-
ki (4). Pri skupini otrok in mladostnikov, ki kazejo znacilne
klini¢ne znake za celiakijo ter seroloska testiranja pokaze-
jo normalne vrednosti celokupnih IgA in hkrati zelo po-
visane vrednosti protiteles TGA-IgA (vec kot 10-krat nad
zgornjo mejo normale), lahko postavimo diagnozo brez
biopsije sluznice tankega crevesa (37). Prisotnost specific-
nih protiteles EMA-IgA moramo v tem primeru potrditi
v drugem serumskem vzorcu, medtem ko se genetsko te-
stiranje ne priporoca vec (5, 33, 35). Pogojno priporocilo
je, da lahko celiakijo diagnosticiramo brez biopsije ¢re-
vesne sluznice tudi pri asimptomatskih otrocth, ¢e so upo-
Stevana enaka merila kot pri otrocih s simptomi. Ob tem
je treba upostevati, da je raven TGA-IgA pri simptomat-
skih otrocih vigja kot pri asimptomatskih. Ce so rezulta-
ti zacetnega seroloskega testiranja pozitivni, morajo biti
bolniki napoteni na specialisticno obravnavo na sekun-
darnem/terciarnem nivoju, kjer imajo moznost multidi-
sciplinarne obravnave (gastroeneterolog, dietetik, psiho-
log ter ostali specialisti po potrebi) (5).

ZAKLJUCEK

V prihodnjih letih bo klju¢no spremljanje implementaci-
je novih smernic za dolocanje celiakije in natan¢no upo-
stevanje priporocil v sklopu laboratorijskih testov. Pojavlja
se potreba po enotnem standardu, ki bo omogocil nepos-
redno primerjavo razli¢nih seroloskih testov za doloc¢anje
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