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Odredivanje izrazito povecanih
koncentracija specifitnog IgE-a

i indeksa specificnog IgE-a prema alergenu
Ambrosia artemisifolia

Slavica Dodig’, Giorgie Petkovi¢?, Branka Kristi¢ Kirin?

Cilj je ispitati serumske koncentracije ukupnog Igk-a (ulgk), specificnog IgE-a (slgE) prema alergenu ambrozije Ambrosia artemi-
siifolia, Amb a, te vrijednost indeksa koncentracije slgk-a prema Amb a (I-sIgE) u sezoni cvjetanja ambrozije, u djece preosjetljive na
alergen peludi ambrozije. Ispitana su djeca s astmom I/ili rinitisom (N=121), preosjetljiva na alergen ambrozije, Amb a. Standar-
diziranom fluoroimunikemijskom metodom UniCAP u sezoni cvjetanja ambrozije (tijekom rujna i listopada), odredena je serumska
koncentracija ulgE-a, slgk-a prema Amb g, te izracunat I-sIgE. Ispitanici su svrstani u dvije podskupine: podskupina 1a (N = 70), djeca
s koncentracijom slgk-a prema Amb a < 100 kIU /L, Podskupina 1b (N = 51), djeca s vrijednostima sigE-a prema Amb a > 100 kIU /L.
ROC krivuljom je odredena razlikovna grani¢na koncentracija za I-slgk za ispitivane podskupine. Koncentracija ulgE-a bila je u ra-
sponu od 41,5 do 5730 kIU/L, a koncentracija slgk-a u rasponu 2,5 - 991 kIU /L. Raspon I-slgE-a bio je u 0,01 - 0,53 [M (IOR) = 0,14
(0,08-0,26]. Vrijednosti I-slgE-a bile su statisticki znacajno vece (p < 0,0001) u podskupini 1b - [M (IOR) = 0,28 (0,20-0,35] - u odnosu
na podskupinu 1a - [M (IQR) = 0,09 (0,07-0,13]. Grani¢na vrijednost I-slgk-a izmedu podskupine 16 i podskupine 1a bila je >0,15
(osjetljivost 87,3%, specificnost 88%). I-slgk se moZe primijeniti kao koristan dodatan biomarker stupnja senzitizacije bolesnika

prema alergenu Amb a.

Klju¢ne rijeci: alergija i imunologija; ambrozija; serum; receptori, IgE

uvoD koji se moZe nazvati indeksom specificnog IgE-a (I-slgE),
veci u sezoni cvjetanja alergenske bilike nego izvan nje.
Veca koncentracija slgk-a ujedno podrazumijeva i izraZenije
simptome alergije (4).

Sinteza IgE-a odredena je geneti¢kim i okolisnim ¢imbenici-
ma (1). Sinteza IgE-a i njegov katabolizam u zdravih su oso-
ba uravnotezeni. U atopicara je sinteza IgE-a povecana, a
katabolizam usporen, jer se odvija samo ekstravaskularno,
za razliku od zdravih osoba kod kojih se katabolizam IgE-a
odvija i ekstravaskularno i intravaskularno (2). Udio ekstra-
vaskularnog katabolizma obrnuto je razmjeran serumskoj
koncentraciji IgE-a. PoluZivot slobodnog IgE-a u serumu
zdrave osobe neznatno je manji od dva dana, a u osobe s "'Odjel za klinicko laboratorijsku dijagnostiku, Djecja bolnica Srebrnjak,
atopijom je nesto duZi od 4 dana. Buduci da koncentracija zé%%%%igoﬁcal Djecja bolnica Srebrnjak, 10000 Zagreb
specificnih IgE-a (sIgE) prema sezonskim alergenima ovisi o

Ambrozija, limundik (Ambrosia artemisiifolia, Ambrosia ela-
tior) jednogodisnji je sezonski korov. Osobito je rasprostra-
njena diljem sredisnje i isto¢ne Europe (5-9). U kontinental-
noj Hrvatskoj koncentracija peluda ambrozije izrazito je po-
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vecana u sezoni cvatnje (10, 11), osobito u blizini Panonske
nizine, odnosno u blizini hrvatsko-madarske granice (12).
Prema podatcima u dvije uzastopne godine, 2006. i 2007.,
broj zrnaca peludi ambrozije bio je znacajno vedi, primjerice
u Virovitici (2006. medijan =42 zrnaca/m? zraka, 2007. medi-
jan =82 zrnaca/m?’ zraka) nego u Zagrebu (2006. medijan =
33 zrnaca/m? zraka, 2007. medijan = 24 zrnaca/m? zraka)
(12). Osim doze i puta ulaska u domacina, bioloske i bioke-
mijske karakteristike alergena (molekularna masa, topljivost,
kapacitet vezanja s antitijelom, enzimska aktivnost, razgrad-
nja i sl.) klju¢ne su za njegovu alergeni¢nost (13).

Pelud ambrozije sadrzi brojne alergene. Za dvadesetak aler-
gena definirane su strukturne i biokemijske karakteristike.
Medu njima je Sest alergena koji se smatraju glavnim aler-
genima (Amb a 1- Amb a 6). Amb a1 je najvazniji alergen, jer
95% osoba preosjetljivih na alergene Amb a imaju pozitivan
kozni test i povecanu koncentraciju slgE-a bas na Amb al
(14-16). Amb a1 je protein, enzim pektat lijaza, molekularne
mase 37,5 kDa, izoelekti¢na tocka pl =5,1. Izoforme Amb a 1
su identificirane kao Amba 1.1, Amba 1.2, Amba 1.3,i Amb
a 1.4 (17). Alergeni Amb a, poput ostalih peludnih alergena,
svojom proteolitickom aktivno$¢u povecavaju propusnost
transmembranskih adhezijskih proteina, npr. okludina, klau-
dina-1 i E-kadherina (18). Istodobno degradiraju bioaktivne
peptide te izravno sudjeluju u alergijskoj upali (19).

Uobicajeno je da se izrazito povecane vrijednosti ulgE-a iz-
razavaju kvantitativno, a izrazito povecane vrijednosti slgk-a
polukvantitativno (> 100 klU,/L). Stoga je cilj ovog istraziva-
nja bio odrediti egzaktne vrijednosti sigE-a, kako bi se mo-
gao odrediti udio slgkE-a u ukupnoj koli¢ini serumskog IgE-a,
izrazen kao I-sIgE.

ISPITANICI | METODE
Ispitanici

U ovom su radu, koji je retrospektivna analiza medicinske
dokumentacije, odabrana djeca (N = 121) u koje je dokaza-
na preosjetljivost na alergene korova ambrozije, Ambrosia
artemisiifolia (Amb a), kod koje je krv za analizu uzorkovana
u sezoni cvjetanja ambrozije, odnosno djeca s izrazito pove-
¢anom koncentracijom slgE-a prema Amb a. Obradena dje-
ca upucena su u Djecju bolnicu Srebrnjak iz Zagreba, radi
utvrdivanja etiologije respiratornih simptoma, u razdoblju
od 2009. do 2014. godine. Nakon dolaska u bolnicu svakom
je djetetu uzeta anamneza i obavljen kompletan klinicki
pregled. Kod svih je ispitanika provedena alergoloska odno-
sno pulmoloska obrada, prema standardiziranom dijagno-
stickom postupku, a u skladu s etickim nacelima i Deklaraci-
jom o ljudskim pravima iz Helsinkija 2013. i posebnim nace-
lima za dje¢ju dob sadrzanih u dokumentu iz Seula 2008.
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godine (20). Nakon klinickog nalaza uslijedili su dijagnostic-
ki postupciin vivo (spirometrija, ventolinski test, koZni ubod-
ni testovi) i in vitro (npr. odredivanje serumske koncentracije
ukupnoga IgE-a, ulgE-a i specifi¢nih IgE-a, s-IgE-a). Navede-
nim testovima postavljena je dijagnoza alergijske astme,
odnosno rinitisa. Sva su djeca imala polisenzibilizaciju na
inhalacijske alergene, bilo na alergene peludi ili na alergene
grinja iz ku¢ne prasine. Kriteriji ukljuc¢ivanja bili su: 1. Pozitiv-
na anamneza glede atopije, 2. Klini¢ka dijagnoza alergijske
bolesti te dokaz alergijske preosjetljivosti metodama in vivo
i in vitro, 3. Krv uzorkovana u sezoni cvjetanja ambrozije (ti-
jekom rujna i listopada). Kriteriji neukljucivanja bili su: 1. Krvi
uzorkovane $est mjeseci prije pocetka sezone cvjetanja am-
brozije, od veljace do kolovoza, 2. vrijednosti C-reaktivnog
proteina > 2,8 mg/L. Prema vrijednostima slgE-a djeca su
svrstana u dvije podskupine: u podskupinu 1a (N = 70) svr-
stana su djeca s koncentracijom slgk-a prema Amb a < 100
kiU /L, a u podskupinu 1b djeca (N = 51) s vrijednostima
slgk-a prema Amb a > 100 kIU,/L. Djeca su bila u dobi od 2
do 17 godina (x + SD =9 + 4 godine). Medu djecom bilo je
viSe djecaka (8/121 = 69%) nego djevojcica (38/121 = 31%).

Metode

Serumska koncentracija ulgka i slgk-a odredivana je stan-
dardiziranom fluoroimunikemijskom metodom UniCAP
(proizvodac opreme i reagensa Thermo Fischer, Uppsala,
Svedska), koja je standardizirana prema sekundarnom stan-
dardu Svjetske zdravstvene organizacije, WHO 75/502 (21,
22). Raspon pouzdanosti za ulgk iznosi od 1 do 5000 kIU/L,
azaslgkod0,10 kUA/L do 100 kUA/L. Da bi se dobili precizni
rezultati, serumi bolesnika s koncentracijom ulgE-a vecom
od 5000 kIU/L, odnosno slgE-a ve¢om od 100 kIU,/L bili su
razrijedeni s matriksom seruma, koji je sastavni dio paketa
reagensa. Analiza svjezeg nativnog i razrijedenog seruma
obavljena je unutar 24 sata od uzorkovanja krvi. |-sIgE, izra-
7en kao jedinica (1), omjer je koncentracije slgk-a i ulgk-a, te
se izracunava prema sljedecoj jednadzbi:

slgk (kU,/L)
l-slgf=—————
ulgE (kIU/L)

Pohrana numeri¢kih podataka obavljena je u programu Excel
2000 programskog paketa Microsoft Office (Microsoft, SAD).
Za opis kvalitativnih varijabli primijenjene su tablice dis-
tribucije frekvencije, a kvantitativne varijable s normalnom
raspodjelom (dob ispitanika) opisane su aritmetickom sre-
dinom i standardnom devijacijom (x + SD), a varijable s ne-
normalnom (asimetricnom) raspodjelom rasponom od naj-
manje do najvece vrijednosti, medijanom i interkvartilnim
rasponom [M (IQR)]. Za usporedbu broj¢anih podataka s
normalnom raspodjelom (dob) primijenjen je t-Studentov
test, a za usporedbu broj¢anih podataka s nenormalnom
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TABLICA 1. Razlikovna djelotvornost prema
vrijednostima povrsine (AUC) ispod ROC krivulje

AUC razlikovna djelotvornost

0,50 do 0,60 nedovoljno dobra

0,61do0,70 dovoljno dobra
0,71 do 0,80 dobra

0,81do 0,97 vrlo dobra

0,97 do 1,00 izvrsna

AUC - povrsina ispod krivulje

raspodjelom Mann-Whitneyev test. ROC krivulja (eng. Recei-
ver Operating Characteristic Curve) primijenila se za izracuna-
vanje pokazatelja dijagnosticke valjanosti I-slgkE-a. Za dobi-
vene ROC krivulje izra¢unata je vrijednost povrsine ispod
krivulje AUC (eng. Area Under Curve), kako bi se odredila dis-
kriminiraju¢a snaga (dijagnosticka osjetljivost i specifi¢nost)
izmedu podskupine Ta i podskupine 1h. AUC za idealan test
imao bi vrijednost 1,0, $to znaci da takav test uopce ne bi
imao ni lazno pozitivnih ni lazno negativnih rezulatata. Do-
govoreni okvirni sustav vrjednovanja razlikovne ucinkovito-
sti podrazumijeva vrijednosti za AUC prikazane na Tablici 1.

Vrijednosti p < 0,05 smatrane su statisticki znacajnima (23).
Obrada podataka obavljena je u programu za statisticku
obradu MedCalc (Medisoftware, Mariakerke, Belgium) (24).

REZULTATI

Iz razdiobe bolesnika (Slika Ta) moze se vidjeti da je vecina
djece (98/121=81%) imala koncentraciju ulgE-a < 1500
klU/L. Koncentracija slgE-a prema Amb a bila je u 70-ero
(58%) ispitanika < 100 kIU,/L. Koncentraciju slgE-a prema
Amb a > 100 kIU,/L imalo je 42% (51/121) ispitanika (Slika
1b). I-sIgE < 0,15 imalo je 65-ero (54%) djece (Slika 1¢).

Koncentracija ulgE-a (Tablica 2) bila je u rasponu od 41,5 do
5730 klIU/L. Vrijednost medijana iznosila je [M (IQR) = 734
(320,5-1230,5) kIU/L]. Vrijednosti slgE-a bile su u rasponu 2,5
- 991 KIU,/L, a vrijednosti medijana i IQR-a iznosile su 76,2
(34,1-305) kIU, /L. Raspon I-slgE-a bio je 0,01 - 0,53 [M (IQR) =
0,14 (0,08-0,26]. Vrijednosti |-slgE-a bile su statisti¢ki zna-
¢ajno vece (p < 0,0001) u podskupini 1b - [M (IQR) = 0,28
(0,20-0,35] - u odnosu na podskupinu Ta - [M (IQR) = 0,09
(0,07-0,13].

ROC krivulja I-slgE-a prikazana je na slici 2. Grani¢na vrijed-
nost I-slgk-a za koju je postojala najbolja osjetljivost (87,3%)
i specificnost (88%) bila je > 0,15 (podskupina 1b : podsku-
pina 1a). Osjetljivost od 87,3% podrazumijeva da je 87,3%
ispitanika podskupine 1b imalo vrijednost I-slgk-a > 0,15.
Specifitcnost od 88% upucuje na to da je 88% ispitanika
podskupine Ta imalo vrijednosti I-slgE-a < 0,15. Razlikovna
djelotvornost bila je vrlo dobra (AUC = 0,925).
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SLIKA 1. Razdioba vrijednosti ulgE-a (A), slgE-a (B) i I-sIgE-a (C) u djece
preosjetljive prema alergenu Amb a.

RASPRAVA

Ovo je istrazivanje pokazalo da u djece sa simptomima aler-
gijske bolesti disnog sustava, u sezoni cvjetanja ambrozije,
koncentracije IgE-a mogu biti izrazito povecane, kako kon-
centracija ulgk-a, tako i koncentracija slgE-a prema alergenu
Amb a. Veliki broj djece (njih 42%) imalo je tako izrazito po-
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TABLICA 2.Vrijednosti ukupnog IgE-a (ulgE), specifi¢cnog IgE-a
prema Amb a (slgE) i indeksa specific(noga IgE-a prema Amb a (I-sIgE).
Vrijednosti za sIgE prikazane su i u podskupinama 1ai 1b.

Raspon M (IQR)
EJI\‘IQ:E %U)/ : 41,5-5730,0 7340 (320,5 - 1230,5)
?lh? E(wk 'Z‘fg‘/” 25-991,0 762 (34,1 - 305,0)
l(_NS|iE1 21) 001-053 0,14 (0,08-0,26)
I(—NsliE%g;)dskupina 1a 001-030 T GE)
I(—NinEé ]P)odskupina b * 007053 I~

* Podskupina 1a: Podskupina 1b, p < 0,0001

l-slgE (Amb a)

80

60

Osjetljivost

40

20

0 20 40 60 80 100
100-specificnost
SLIKA 2. ROC krivulja - grani¢ne vrijednosti indeksa sIgE-a prema
Amb a [I-sIgE (Amb a)] izmedu podskupine 1b (sIgE > 100 kIU,/L)

i podskupine 1a (sIgE < 100 klU,/L) i grani¢na vrijednost I-slgE-a > 0,15;
osjetljivost 87,3 %; specifitnost 88%; AUC = 0,925.

vecanu koncentraciju slgE-a prema alergenu Amb a. U tih je
bolesnika udio slgE-a u ukupnoj koncetrciji Igk-a bio vedi od
15% (I-slgk > 0,15).

Koncentracija ulgE-a povecava se tijekom djetinjstva sve do
puberteta (25). Indeks povecanja ulgE-a s dobi podjednakje
i u djece bez atopije i u djece s atopijom (26), 5to znaci da
osim genetickih i okolisnih ¢cimbenika na sintezu IgE-a utje-
Ce i sazrijevanje djetetovog imunoloskog sustava. Povecana
sinteza odnosno smanjen katabolizam IgE-a u djece s aler-
gijom perzistiraju tijekom djetinjstva (27). Povecana sinteza
IgE-a u djece mlade od godine dana upucuje na moguc-
nost rane pojave alergijske bolesti, ako se dijete rano izloZi
alergenima, a vece koncentracije ujedno upucuju i na stu-
panj teZine bolesti (28). Rezultati ovog istrazivanja pokazali
su da znacajan broj djece preosjetljive na alergen Amb a
ima koncentraciju slgk-a > 100 klU,/L. Bududi da su se uzor-
ci s tako pove¢anom koncentracijom slgk-a razrjedivali radi
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dobivanja egzaktnih vrijednosti ($to nije uobicajeno u sva-
kodnevnom radu), dobili su se kvantitativni podatci koji su
dosezali izrazito povecane vrijednosti (npr. 991 kiU, /L). Cvi-
tanovicisur. su u odraslih pokazali da je koncentracija slgk-a
prema Amb a bila >100 kU,/L, ali autori nisu odredivali
egzaktne vrijednosti slgE-a (29).

Koncentracija IgE-a u serumu ovisi o stimulaciji imunolos-
kog sustava s uzrocnim alergenom te dozi i putu ulaska aler-
gena u domacina (30). Odredivanje koncentracije ulgE-a
ima dijagnosticku i prediktivnu i terapijsku vrijednost - dija-
gnosticku jer otkriva odnosno potvrduje atopiju, a prediktiv-
nu jer moze upucivati na jacinu senzitizacije i rizik pojavljiva-
nja tezeg stupnja bolesti (28).

Vrijednost koncentracije slgE-a takoder ima dijagnosticku,
prediktivnu ali i terapijsku vrijednost. Dijagnosti¢ko znace-
nje slgk-a ogleda se u otkrivanju alergena koji je potaknuo
reakciju preosjetljivosti te za probir bolesnika kojima ce se
preporuciti alergen-specificna imunoterapija, ASIT. Predik-
tivna vrijednost slgk-a moZe pomoci u procjeni stupnja tezi-
ne bolestiiu planiranju terapije. U polisenzitiziranih bolesni-
ka sIgE se moZe primijeniti u procjeni vodeceg alergena za
svakog pojedinog bolesnika. Terapijsko znacenje slgE-a
ogleda se u mogu¢nosti pracenja smanjenja koncentracije
sIgE u tijeku ASIT-a.

Bududi da intravaskularni IgE ima kratki poluZivot (31), vaz-
no je koncentraciju slgk-a prema sezonskim peludnim aler-
genima odrediti u vrijeme maksimalnih koncentracija, jer se
tako moze procijeniti intenzitet senzitizacije na uzro¢ni aler-
gen. Izvan sezone, kad je stimulacija imunoloskog sustava
manja, manja je i koncentracija slgE-a na doti¢ni alergen.

Iz indeksa koncentracije slgk-a dobiva se podatak o udjelu
slgkE-a prema Amb a u ukupnoj koncentraciji IgE-a. I-sIgE se
kao parametar ne primjenjuje u svakodnevnoj klinickoj
praksi, tako da ni u literaturi nema mnogo podataka o nje-
govom znacenju. Di Lorenzo i sur. odredili su grani¢nu vrijed-
nosti I-slgk-a = 0,16 prema alergenu grinje iz ku¢ne prasine
Dermatophagoides pteronyssinus. Vrijednost indeksa primje-
njivali radi pracenja uspjesnosti ASIT-a, te su pokazali da se
vrijednost smanjivala tijekom primjene terapije (32). Sli¢ne
je rezultate pokazala i druga skupina autora (33).

Ovo je istrazivanje pokazalo da odredivanje egzaktnih vri-
jednosti slgk-a prema alergenu Amb a u sezoni cvjetanja
ambrozije moze biti korisno za interpretaciju nalaza svakog
pojedinog bolesnika. Ujedno je odredivanje preciznih vri-
jednosti slgE-a omogucilo odredivanje indeksa specificnog
IgE-a, kao dodatnog korisnog biomarkera u dijagnostici
alergijskih bolesti.
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SUMMARY

Determination of markedly elevated concentrations
of specific IgE and index of specific IgE to Ambrosia

artemisifolia allergen
S. Dodig, G. Petkovig¢, B. Kristi¢ Kirin

Aim: to investigate the serum concentrations of total IgE (tigE), specific IgE to birch allergen Bet v, and index of specific IgE (I-slgE) in
children with sensitivity to ragweed allergen Amb a, during ragweed pollen season. Methods: Children with asthma and/or rhinitis
(N=121) sensitive to ragweed allergen Amb a. Concentrations of serum tigk and sIgk to Amb a were determined by the use of stan-
dardized UniCAP-fluoroimmunoassay method. Also, I-sIgE was calculated. Subjects were grouped in two subgroups: Subgroup 1a:
(N = 70), children with sigE to Amb a < 100 kIU /L Subgroup 1b (N = 51), children with sigE to Amb a > 100 klU /L. ROC-curve was
used to define cut-off value for I-sIgE for these subgroups. Results: Concentration of tigk ranged between 41.5 to 5730 klU/L, and
concentration of sigE between 2.5 - 991 kIU /L. I-slgE ranged between 0.01 - 0.53 [M (IQR) = 0.14 (0.08-0.26]. Values of I-slgE were
statistically higher (p < 0,0001) in Subgroup 1b - [M (IQR) = 0.28 (0.20-0.35], than in Subgroup 1a - [M (IQR) = 0.09 (0.07-0,13]. Cut-off
value for I-slgE-a between Subgroups 1b and Ta was >0.15 (sensitivity 87.3 %; specificity 88%). Conclusions: I-sIgE to allergen Amb a

may be used as useful additional biomarker of the degree of sensitization of patients.
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