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In vitro dijagnostika alergijskih bolesti temelji se na određivanju koncentracije ukupnih i speciičnih IgE antitijela u serumu, kon-

centraciji IgG antitijela, plazmatske triptaze, eozinoilnog kationskog proteina te testu aktivacije bazoilnih leukocita. Upotreba 

in vitro dijagnostičkih testova mora biti temeljena na korelaciji anamneze, kliničke slike te in vivo provokativnih testova. Kliničko 

značenje povišene serumske koncentracije ukupnih IgE antitijela u dijagnostici alergijskih bolesti jest ograničena, budući da se 

ona susreće i u drugim nealergijskim bolestima. Povišene koncentracije speciičnih IgE protutijela, zajedno s pozitivnom ana-

mnezom, indikativne su za klinički značajnu alergijsku bolest. Preporučena laboratorijska metoda za određivanje koncentracije 

IgE protutijela u serumu jest luoroenzimimunokemijska metoda. Povišene serumske koncentracije IgG protutijela nemaju doka-

zanu ulogu u dijagnostici alergije na hranu, a mogu poslužiti u procjeni uspješnosti speciične imunoterapije na alergene kukaca 

te procjeni rizika razvoja anailaksije uzrokovane ovom skupinom alergena. Povišena koncentracija serumske triptaze (podtip β), 

indikator je degranulacije mastocita uzrokovane speciičnim alergenom. Porast koncentracije eozinoilnog kationskog proteina 

(EKP) nastupa tijekom kasne faze alergijske reakcije te se može koristiti u praćenju alergijskih i drugih upalnih stanja u kojima eo-

zinoili imaju glavnu ulogu. Test aktivacije bazoilnih (BAT) leukocita temelji se na određivanju staničnih razlikovnih obilježja, CD 63 

i CD203c metodom protočne citometrije. BAT je koristan u dijagnostici alergija na alergene kukaca, nutritivnih te medikamentnih 

alergija. Alergološka dijagnostika temeljena na ekstraktima alergena može se koristiti u monosenzibiliziranih bolesnika s jasnom 

kliničkom slikom te u bolesnika kojima se planira prepisati samo simptomatska terapija. U suvremenoj su kliničkoj praksi razvije-

nih zemalja mnogo češći polisenzibilizirani bolesnici s kompleksnom simptomatologijom te sumnjom na križnu reaktivnost. Kod 

ovih se bolesnika preporuča koristiti molekularnu alergološku dijagnostiku.
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1. UVOD

Znakovi današnjeg vremena pokazuju kakvom se vanj-
skom okružju obrambeni sustav čovjeka mora prilago-
đavati kako bi održao integritet organizma. Živimo s 
činjenicom da je onečišćenje zemlje dovelo do pitanja 
izičkog opstanka čovjeka. veličina problema može se 

približiti mogućnostima ljudske spoznaje slikom kolo-
ne kamiona napunjenih otpadom, koji godišnje proi-
zvede glavni grad Hrvatske, koja se proteže od Zagreba 
do rijeke (200.000 tona otpada). Dakle, s jedne stra-
ne način života u civilizaciji s obiljem antigenskih de-
terminanti, a s druge postupno eliminiranje biološke 
raznolikosti (organizmu osobito važnih bakterijskih 
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populacija s kojima egzistira u suživotu), razlog su 
promjena imunološkog sustava koje rezultiraju bole-
stima, između ostalog i pandemijskim razmjerima pre-
valencije alergijskih bolesti. svi proili stručnjaka koji 
se bave dijagnostikom i liječenjem alergijskih bolesti 
danas trebaju prihvatiti principe održivog razvoja, što 
znači poštovati nove znanstvene spoznaje temeljene na 
dokazima. na nacionalnoj razini treba uvesti principe 
racionalizacije, između ostalog i harmonizaciju dija-
gnostičke metodologije, kako bi se zaključci o stanju 
bolesnika mogli uspoređivati među svim regijama ze-
mlje i inozemstva.

Važnost standardizacije i harmonizacije in vivo i in 
vitro alergološke dijagnostike 

točnost i pouzdanost dijagnostičkih postupaka koji 
vode ispravnoj dijagnozi bolesti, a time i izboru od-
govarajućeg terapijskog modaliteta, direktno i u pot-
punosti su ovisni o primijenjenim laboratorijskim i 
kliničkim metodama, koje prema dobroj kliničkoj i la-
boratorijskoj praksi nužno trebaju biti standardizirane 
i reproducibilne. u hrvatskoj alergološkoj praksi prin-
cipi standardizacije implementirani su u području teh-
nike kožnog testiranja, pribora za kožno testiranje, či-
tanja kožne reakcije i interpretacije, još od simpozija 
"standardizacija dijagnostičkih postupaka u alergolo-
giji i kliničkoj imunologiji" održanog u Zagrebu 1983. 
godine (1). također se intenzivno radilo na standar-
dizaciji alergenskih pripravaka Imunološkog zavoda u 
Zagrebu te je proizveden nacionalni standard za aler-
gen Dermatophagoides pteronyssinus i kućni standard 
za alergen Ambrosia elatior (2,3). Alergenima je odre-
đena potentnost in vitro testom rAst inhibicije ali i in 

vivo biološkom standardizacijom (4-7). krovna europ-
ska alergološka udruga, europska akademija za alergo-
logiju i kliničku imunologiju, objavila je 2012. godine 
standardizirane preporuke za kožno testiranje ("Prak-
tični vodič za kožni test inhalacijskim alergenima") (8) 
i profesionalnim alergenima (9), a prethodno, 2009. 
godine prijedlog harmonizacije ubodnog kožnog te-
sta inhalacijskim alergenima (spt, od engl. skin prick 
test, kožni test ubodom) (10,11). smjernice objavljuju 
i nacionalna udruženja alergologa i kliničkih imuno-
loga (12). Hrvatsko društvo za alergologiju i kliničku 
imunologiju je u cilju ujednačavanja kožnog testiranja 
u zemlji organiziralo dva edukacijska tečaja " vještina 
izvođenja i interpretacije kožnih testova za procjenu 
Ige preosjetljivosti", a sudionicima su podijeljeni cer-
tiikati o osposobljenosti (13,14). u području standar-
dizacije in vitro dijagnostike u Hrvatskoj su deinirane 
vrijednosti ukupnog Ige za djecu i odrasle 2006. godi-
ne (15).

Dijagnostički postupnik u alergologiji

In vitro alergološka dijagnostika u kliničkoj praksi ri-
jetko se koristi kao prvi dijagnostički korak, već je in-
dicira i deinira alergolog u skladu s kompetencijama 
koje mora posjedovati, a koje su deinirane preporuka-
ma svjetske alergološke organizacije - WAo (od engl. 
World Allergy Organisation), čiji član je i Hrvatsko 
društvo za alergologiju kliničku imunologiju (16-18). 
Dijagnostički postupak se nakon uzimanja podataka u 
anamnezi i kliničkog pregleda započinje kožnim testi-
ranjem kojim se izabiru alergeni za in vitro dijagnosti-
ku (sl. 1). 

sl. 1. Algoritam dijagnostičkog postupka u alergologiji
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uloga alergologa je u predanalitičkoj fazi obratiti po-
zorniost na vrijeme uzorkovanja. vrijednosti ukupnog 
i speciičnog Ige (sIge), te eozinoilnog kationskog 
proteina (ekp) u krvi ovise o tome radi li se o preo-
sjetljivosti na cjelogodišnje ili sezonske alergene. kod 
preosjetljivosti na sezonske alergene, vrijednosti Ige i 
ekp više su u vrijeme polinacije (4-6 tjedana nakon 
vrhunca polinacije, koncentracije su sIge maksimalne, 
a zatim se smanjuju). također, ne preporuča se određi-
vati koncentraciju sIge 6 mjeseci prije sezone, budući 
da je koncentracija sIge znatno niža (19,20). kod odre-
đivanja sIge na alergene otrova opnokrilaca ili alerge-
ne lijekova, koncentracije se sIge izrazito smanjuju s 
vremenom (21-23).

Postupnik in vitro dijagnostike u alergijskim bolestima

otkriće imunoglobulina e (Ige) (Ishizaka i johansson, 
1968), omogućilo je razvoj alergološke laboratorijske 
dijagnostike. u Zagrebu se već 1971. godine određi-
vao titar Ige u Imunološkom laboratoriju Bolnice sve-
ti Duh (24,25). Danas, određivanje koncentracije uku-
pnih i alergen-speciičnih Ige protutijela čini osnovu 
laboratorijske alergološke dijagnostike (sl. 2) (26).

pri tome je, osim standardizacije laboratorijskih po-
stupaka i opreme, kritično važna standardizacija aler-
genskih ekstrakata. Alergen mora imati deiniranu 
potentnost in vitro i in vivo, određenu koncentraciju 
odabranih glavnih alergena, a izvor alergena ne smije 
biti kontaminiran drugim izvorima. projektom cre-
Ate, inanciranim od europske unije, 2008. godine 
predložen je model razvoja sveobuhvatnog panela me-
đunarodnih referentnih preparata, kojima bi se har-
monizirala alergološka dijagnostika (27). Dokazano je 
da su tri rekombinantna alergena rBet v 1, rphl p5a i 
rDer p 2 strukturno identični prirodnima i izazivaju 
izvrstan Ige odgovor, pa mogu biti certiicirani refe-
rentni materijal. Druga skupina alergogenih proteina 
(rphl p5b, role e1, rDer p 1, rDer f 1 i rDer f 2), kandi-
dati su za certiicirane referentne alergogene proteine 
nakon malih poboljšanja. protein rphl p 1 nije pogo-
dan i ne može se koristiti kao referentni alergen.

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

1.4. Alergološka in vitro dijagnostika u Republici 
Hrvatskoj

Danas u republici Hrvatskoj postoji 12 laboratorija 
koji se bave in vitro dijagnostikom alergijskih bolesti, 
u manjem ili većem obimu (sl. 4).

Alergološka in vitro dijagnostika izvodi se u više usta-
nova i gradova, a alergoloških ambulanti ima značajno 
više u odnosu na 1990. godinu, kada ih je bilo registri-
rano samo 9 u 40 zdravstvenih ustanova (29). predno-
sti laboratorijskih metoda su manja invazivnost (mini-
malna neugoda za ispitanika i bez rizika od neželjenih 
reakcija) te mogućnost da nadopune provokacijske te-
stove ili ih zamijene (u osoba s dermograizmom ili 
patološkim kožnim promjenama). nedostatak tih me-
toda jest nemogućnost testiranja imunološke reaktibil-
nosti ciljnih organa. 

sl. 2. Laboratorijski dijagnostički postupak kod alergijskih bo-
lesti (preuzeto iz Dodig S. Laboratorijska dijagnostika alergija. 
Pediatr Croat 2012; 56(Supl. 1): 90-6. (26)

sl. 3. Peludna karta cvjetanja stabala i trava u Zagrebu i gra-
dovima Europe
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2. IMUNOGLOBULIN E

2.1. Obilježja imunoglobulina E 

od svih imunoglobulina u krvi, Ige je zastupljen u naj-
manjoj količini (4,1 ug/kg), budući da je gotovo sav ve-
zan uz receptor na membrani stanica. Molekula huma-
nog Ige građena je od četiri lanca, dva laka к ili λ i dva 
teška ε (sl. 5). svaki laki i teški lanac sadrži dva dijela: 
konstantni i varijabilni dio. Funkcionalno gledano, po-
stoje dvije regije Ige: Fab, na koju se veže antigen te 

Fc regija, kojom se Ige veže za receptore na membra-
ni mastocita i bazoilnih granulocita (sl. 5) (30). vezno 
mjesto za alergen naziva se paratop, duljine je 2 nm, 
dubine i širine 1 nm. paratop uključuje varijabilne di-
jelove i lakog i teškog lanca (crveno). oko 15-20 ami-
nokiselina paratopa prepoznaju konformacijsku struk-
turu alergenske molekule (epitop).

Fc regija je dimer s tri domene cε2, cε3, cε4. tim fra-
gmentom molekula Ige se usidri u membranu stanica 
(transmembranski dio), a dijelom ulazi u unutrašnjost 

sl. 4. Imunološki labo-
ratoriji i alergološke 
ambulante u gradovi-
ma Hrvatske

sl. 5. Struktura IgE pro-
tutijela, prikaz sprijeda 
i bočno
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stanica (intracelularni dio) koji služi kao prijenosnik 
signala. Ige je asimetrična i pokretljiva molekula za-
hvaljujući asimetrično nabranim cε2 domenama Fc-
fragmenta koje su ključne za senzibilizaciju. Ige se 
uglavnom sintetizira u tonzilama, adenoidnom tkivu, 
sluznici bronha, gastrointestinalnog trakta i peritone-
uma. sinteza Ige je sporija, a katabolizam brži od kata-
bolizma drugih imunoglobulina. poluživot slobodnog 
Ige u serumu iznosi 1,8 dana, a vezanog na stanice 14 
dana. u osoba s povećanom serumskom koncentraci-
jom Ige, katabolizam protutijela se smanjuje kako se 
smanjuje udio ekstravaskularnog (vezanog na stanice) 
Ige (tablica 1) (30). u zdravih osoba katabolizam in-
tra- i ekstravaskularnog Ige jest uravnotežen. 

Molekula Ige u svom sastavu sadrži oko 8,3 % uglji-
kohidrata, koji su odgovorni za križnu reaktivnost u 
reakciji preosjetljivosti na speciični alergen. povećana 
koncentracija ukupnog i speciičnog Ige u bolesnika s 
alergijskim bolestima posljedica je imunološke reakci-
je posredovane limfocitima h2 fenotipa (h, od engl. 
T helper, pomoćnički limfocit t) koji proizvode proa-
lergijske citokine (dominantno Il-4). Ige protutijela u 
sindromu hiper-Ige i kod bolesnika s Ige mijelomom 
posljedica su poremećaja regulacije sinteze i prolifera-
cije B limfocita.

2.1.1. IgE receptori 

Dvije su vrste receptora za Ige; receptori visokog aini-
teta (FcεrI), te receptori niskog ainiteta za Ige (FcεrII; 
cD23). Fcεr1, građen kao tetramer (lanci αβγ2), smje-
šten je na membrani mastocita i bazoila (31). gustoća 
receptora na membrani bazoila korelira s koncentra-
cijom Ige u serumu, a isti su podatci dobiveni in vitro 
za mastocite (32). Ige svojim se Fc krajem veže za α 
podjedinicu FcεrI. vezanje Ige na receptor dovodi do 
unutarstanične signalizacije aktivnošću kinaza vezanih 
uz β i γ podjedinice FcεrI, čime dolazi do aktivacije 
bazoila i mastocita te njihove degranulacije (33). 

FcεrII (cD23), receptor niskog ainiteta za Ige, smje-
šten je na membrani B i t limfocita, langerhanovih 

stanica, makrofaga, monocita, trombocita i eozinoila. 
njegova je ekspresija također pojačana prisutnošću ve-
ćih količina Ige u cirkulaciji. cD23 sudjeluje u modu-
laciji diferencijacije B limfocita, aktivacije monocita i 
prezentacije antigena, vežući se za antigen te prelazeći 
u citoplazmu stanice (tzv. solubilni, scD23). kod bole-
snika s atopijom, pojačana je ekspresija cD23 na mem-
brani B limfocita (34-36).

3. DEFINICIJE OSNOVNIH ALERGOLOŠKIH 
POJMOVA 

3.1. Alergen

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

3.2. Izvor alergena

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

3.3. Alergenski ekstrakt

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

3.4. Alergenska komponenta 

Alergenska komponenta je molekula (protein ili gliko-
protein), identiicirana pomoću speciičnog Ige (sIge) 
antitijela. Alergenska komponenta može se izolirati iz 
prirodnog izvora (prirodni, pročišćeni alergen) ili se 
može proizvesti rekombinantnom DnA tehnologijom 
(rekombinantni alergen).

tablica 1. 

Podatci o sintezi i katabolizmu IgE (preuzeto iz Dodig S. Imunokemija, 2014)(30) 

Zdravi Alergije Mijelom IgE Hiper-IgE

Cirkulacija 4,1 μg/kg < 117 kIU/L stupanj senzitizacije 1,7 g/kg

Sinteza 3,8 μg/kg/dan >20x veća

 T ½ 1,8 dana 4,3 dana 5,1 dan 5,8 dana

Katabolizam intra- i ekstravaskularno ekstravaskularno usporava se

1kIU = 2,4 μg/L, 100 kIU/L = 240 μg/L 

Acta 2_2015 KB.indd   79 26/10/15   16:05



80

A. stipić Marković, I. Ivković-jureković, s. Dodig, I. Batišta, r. Zrinski-topić, M. Barberić, I. topalušić, Ž. Bukovec Megla, v. Žižić
Hrvatske smjernice za in vitro dijagnostiku preosjetljivosti posredovane Ige protutijelima

Acta Med croatica, 69 (2015) 75-96 

3.5. Epitop

epitop je mjesto prepoznavanja i vezanja antitijela na 
ciljnu molekulu.

3.6. Kompletni alergen

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

3.7. Sastav kompletnog alergena

kompletni alergen je mješavina više proteina od kojih 
su mnogi inertni. trodimenzionalni proteini relevan-
tni su za indukciju sinteze Ige-a.

3.8. Glavni alergen (od engl. major allergen)

glavni alergen je onaj alergen koji je najčešće prepo-
znat, tj. senzibilizira veliki broj bolesnika (prepoznaje 
ga >50 % Ige protutijela velikog broja seruma).

3.9. Sporedni alergeni (od engl. minor allergens)

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

3.10. Inkompletni alergen

Inkompletni alergen izaziva alergijsku reakciju samo 
u prethodno senzibiliziranog bolesnika, budući da sa-
mostalno ne može dovesti do senzibilizacije (sekun-
darni alergen). organizam je prethodno senzibiliziran 
inhalacijskim ili kontaktnim putem nekim strukturno 
sličnim kompletnim alergenom (križna reaktivnost). 
Inkompletni alergeni neotporni su na toplinu i pro-
bavne enzime.

3.11. Križna reaktivnost

križna reaktivnost posljedica je vezanja speciičnih Ige 
protutijela na strukturno slične epitope različitih aler-
gena. najčešće se radi o križnoj reaktivnosti između:

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

b) alergenskih molekula koje pripadaju istoj obitelji 
proteina (npr. između alergena Bet v1 polena breze i 
alergena Mal d1 jabuke)

3.12. Kosenzibilizacija

primarna, istodobna senzibilizacija na alergene iz ra-
zličitih izvora, koja nije rezultat križne reaktivnosti.

3.13. Križno reaktivne ugljikohidratne determinante

ugljikohidratni dijelovi glikoproteina, visoko križno 
reaktivni sa sIge protutijelima.

3.14. Nomenklatura alergena

nomenklatura alergena preporučena je od odbora za 
nomenklaturu Međunarodnog udruženja imunološ-
kih društava svjetske zdravstvene organizacije (WHo/
IuIs, od engl. World Health Organization/Internatio-
nal Union of Immunological Societies). Alergenski pro-
tein dobiven iz alergenskog ekstrakta označava se po-
četnim slovima roda, prvim slovom vrste i brojem 
proteina prema njegovoj učestalosti izazivanja senzibi-
lizacije, kako je prikazano na primjeru alergena iz eks-
trakta trave Lolium perenne (višegodišnji ljulj) (sl. 6).

početkom 2000. godine počelo je organizirano priku-
pljanje informacija o svim poznatim alergenskim mo-
lekulama u okviru organizacije Alergome. od tada do 
danas u toj bazi prikupljena je velika količina podata-
ka, ali i prošireno djelovanje prikupljanjem informaci-
ja o izvorima alergena te o organizmima i molekulama 
koje se vežu uz Ige bez razvijanja alergijske reakcije. 
Baza je prikupila podatke iz 27 371 članka objavljenog 
u stručnoj i znanstvenoj literaturi.

3.15. Potentnost alergena

potentnost alergena jest ukupna alergogena aktivnost 
proizvedenog ekstrakta. potentan je onaj alergenski eks-
trakt koji u preosjetljivoj osobi izaziva pozitivnu reak-
ciju u koži. In vitro se dokazuje sposobnošću blokira-
nja speciičnog Ige (izražava se u jedinicama inhibi-

sl. 6. Nomenklatura alergena
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cije rAst-a). In vivo se dokazuje titracijskim kožnim 
testovima u skupini osoba preosjetljivih na određeni 
alergen, a izražava se, ovisno o proizvođaču, biološkim 
jedinicama (Bu/ml, od engl. Biologic Unit; Au/ml, od 
engl. Allergen Unit). 

4. TEMELJNI IN VITRO TESTOVI U 
DIJAGNOSTIČKOM PROCESU

određivanje koncentracije ukupnog (uIge) i speciič-
nih Ige (sIge) središnji su dijagnostički testovi u aler-
gologiji. Imunološki testovi, općenito, otkrivaju reakci-
ju antigen-antitijelo (Ag-At). s obzirom da je reakcija 
antigen-antitijelo visoko speciična, pogodna je za di-
jagnostiku, jer će Ige antitijelo reagirati samo s alerge-
nom koji je izazvao njegovu sintezu. pokazatelji da se u 
laboratorijskom mediju zbila reakcija Ag-At mogu biti 
različiti biljezi koji se vežu za antitijelo. Ako je biljeg 
enzim, pokreće se reakcija sa supstratom, ako je biljeg 
izotop, može se detektirati radioaktivnost, dok se kod 
luorogenih molekula otkriva luorescencija. različiti 
imunološki testovi dobili su ime prema biljegu za do-
kaz reakcije (37). 

napredak u alergološkoj in vitro dijagnostici je otkri-
vanje križne reaktivnosti Ige antitijela prema alergen-
skim proteinima (kompo nentama) alergenskih eks-
trakata iz različitih izvora. takva dijagnostika, tzv. 
komponentna dijagnostika (od engl. component resol-
ved diagnosis) olakšava odabir speciične imunoterapi-
je i praćenje kliničkog tijeka bolesti. osim testova koji 
određuju koncentracije Ige antitijela, u alergološkom, 
dijagnostičkom postupku koriste se i testovi koji mjere 
koncentraciju biljega eozinoilne aktivacije, kao što je 
eozinoilni kationskog proteina (ekp), glavni bazični 
protein (engl. MBp, Major Basic Protein), eozinoilna 
peroksidaza (engl. epo, Eosinophil Peroxidase), neu-
rotoksin deriviran iz eozinoila (engl. eDA, Eosinophil 
Derived Neurotoxin) i eozinoilni protein X (engl. Eo-
sinophil Protein X), koncentraciju Igg4 te triptaze u 
plazmi/serumu. testovi određivanja aktivacije bazoila 

(BAt, od engl. Basophil Activation Test) i koncentracije 
histamina i leukotrijena koriste se u posebnim indika-
cijama, a u rutinskoj praksi alergološke dijagnostike u 
Hrvatskoj još nisu zaživjeli (26).

Iako visoka koncentracija alergen speciičnih Ige an-
titijela ukazuje na veću vjerojatnost kliničke reakcije, 
neki alergeni uzrokuju pojavu simptoma i pri nižim 
koncentracijama sIge (skladišni proteini, lipidni trans-
ferni proteini - ltp). 

speciična Ige senzibilizacija može se uspostaviti na 
samo jedan ili na više alergena:

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

b. polisenzibilizacija je preosjetljivost na dva ili više 
izvora alergena 

4.1. Određivanje ukupnih i speciičnih IgE protutijela

u krvi bolesnika određuje se koncentracija ukupnih 
i speciičnih Ige protutijela. povišena koncentracija 
ukupnog Ige može ukazivati na atopijsku etiologiju, 
međutim, za potvrdu dijagnoze potrebno je odrediti 
razinu speciičnih Ige protutijela budući da uIge može 
biti povišen i u raznim nealergijskim stanjima (37). s 
obzirom na to da je koncentracija Ige protutijela krvi 
i kod izrazito senzibiliziranih bolesnika niska, a glav-
ni alergeni sadrže velik broj alergenskih komponenti, 
imunološki testovi moraju biti visoko osjetljivi i speci-
ični, te imati dovoljno velik kapacitet vezanja svih pri-
sutnih Ige protutijela (38) . kod interpretacije rezultata 
testova, u svrhu postavljanja točne dijagnoze, potrebno 
je znati domete testova, tj. njihovu dijagnostičku učin-
kovitost. to osim osjetljivosti i speciičnosti, uključuje 
i pozitivnu te negativnu predvidljivu vrijednost, kako 
je prikazano na tablici 2. titar Ige antitijela izražava se 
u internacionalnim jedinicama po litri (u/l). testovi 
određivanja Ige kalibriraju se prema WHo Ige stan-
dardu 75/502 (39)..

tablica 2. 

Dijagnostička djelotvornost određivanja ukupnog i speciičnog IgE

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

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

pteronyssinus

(Preuzeto iz Dodig S. Knjiga sažetaka sa simpozija HDAKI, Zagreb, 2014)(32)
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4.1.1. Ukupni IgE

najstariji test za određivanje ukupnog Ige bio je radio-
imunosorbentni test - rIst (od engl. Radio Imuno Sor-
bent Test). Zadnjih 30-ak godina koristi se luoroen-
zimoimunokemijska metoda, u kojoj se detekcijska 
protutijela obilježavaju enzimom odnosno luorokro-
mima, a na kraju reakcije mjeri se završna luorescen-
cija. normalnom koncentracijom ukupnog Ige sma-
traju se vrijednosti manje od 122 ku/l .

4.1.1.1. Ukupni IgE u djece

posebnu pozornost potrebno je obratiti vrijednosti-
ma ukupnog Ige u dječjoj dobi. s rastom djeteta do-
lazi do porasta koncentracije Ige antitijela u krvi (40). 
u dojenačkoj dobi, koncentracije Ige antitijela izrazito 
su niske. oko 9. godine života poprimaju vrijednosti 
koje se u odnosu na odraslu dob značajnije ne mijenja-
ju (tablica 3) (26). temeljem određivanja ukupnog Ige 
ne mogu se striktno odijeliti bolesnici s atopijom od 
onih bez atopije. primjerice, oko 5 % djece bez simpto-
ma alergijske bolesti ima ukupni Ige iznad gornje gra-
nice za dob (15). s druge strane, djeca s koncentraci-
jom ukupnog Ige >1000 ku/l, uvijek imaju i povećanu 
koncentraciju sIge na neki alergen. tako visoke kon-
centracije ukupnog Ige najčešće imaju bolesnici s ato-
pijskim dermatitisom, astmom, cjelogodišnjim alergij-
skim rinitisom te sezonskim alergijskim dermatitisom 
(40). Zrinski topić i sur. pokazali su da u djece mla-
đe od šest godina, niske vrijednosti uIge (<10ku/l) 
nisu pouzdane za isključivanje alergijske senzibilizaci-
je, te je sIge mnogo bolji pokazatelj (41). Iako poviše-

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

4.1.2. Speciični IgE 

najstarija metoda za određivanje sIge je rAst (od 
engl. Radio Allergo Sorbent Test). u metodi su kao obi-
lježivači korišteni radioaktivni izotopi. od početne 
metode nastale su njene poboljšane varijante, primje-
nom drugih nosača (trodimenzionalnih polimera, bio-
čipova), standardiziranijih alergenskih ekstrakata i 
rekombinantnih alergena, te osjetljivijih obilježivača 
(enzima i luorokroma) detekcijskih protutijela (npr. 
ImmunocAp).

Danas se, kao i za ukupni Ige, najčešće primjenjuje 
metoda na hidroilnom polimernom nosaču - immu-
nocAp za određivanje speciičnih Ige antitijela. ovom 
je metodom moguće odrediti koncentraciju Ige pro-
tutijela speciičnih za više od 500 alergena. Alergeni 
su kovalentno vezani na hidroilni polimerni nosač 
uklopljen u kapsulu (Immuno cAp). Alergeni reagi-
raju sa sIge protutijelima iz seruma bolesnika. nakon 
ispiranja, dodaju se anti-Ige protutijela obilježena be-
ta-galaktozidazom. Dodavanjem 4-metilumbileferil-
beta galaktozida, dolazi do pojave luorescencije koja 
je proporcionalna koncentraciji sIge antitijela u krvi. 
u odnosu na celuloznu podlogu, hidroilni polimerni 
nosač može vezati oko tri puta više sIge protutijela (sl. 
7) (37).

tablica 3. 

Vrijednosti uIgE u dječjoj dobi. 

Dob/godine  <1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

uIgE(kUI/L)  20,2 30,4 38,6 57,0 57,2 65,4 73,0 82,6 76,4 98,4 102,6 104,8 101,4 97,4 97,2 105,2 100,0

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

sl. 7. Načelo luoroenzimo-
imunokemijske sendvič meto-
de za određivanje speciičnog 
IgE u serumu. 1. Aklergen je 
vezan na čvrstom polimernom 
nosaču te reagira s IgE-om iz 
seruma; 2. Nakon ispiranja 
dodaje se protutijelo obilježe-
no enzimom/luorokromom, 
3. Dodaje se supstrat enzima; 
4. Reakcija se zaustavlja i mje-
ri završna luorescencija
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koncentracija sIge protutijela izražava se razredima 
(I-vI) ili koncentracijom sIge (kIu/l) (tablica 4). Iako 
postoji mogućnost određivanja speciične senzibiliza-
cije prema mješavini alergena (sezonski inhalacijski 
alergeni, alergeni hrane), zbog određenog broja lažno 
pozitivnih i lažno negativnih rezultata, bolju dijagno-
stičku vrijednost ima određivanje sIge prema speci-
ičnom alergenu (42). pozitivna sIge antitijela prema 
mješavini alergena upućuju na senzibilizaciju na ba-
rem 1 prisutan alergen, dok negativan rezultat ne is-
ključuje senzibilizaciju (43-45). Isto tako, pozitivna 
sIge protutijela samostalno ne znače dijagnozu alergij-
ske bolesti, budući da više od 20 % bolesnika s pozitiv-
nim sIge protutijelima u krvi nema kliničke simpto-
me (46,47). u većine bolesnika s klinički manifestnom 
alergijom sIge protutijela su pozitivna. Izrazito visoka 
koncentracija sIge povećava vjerojatnost pojave simp-
toma u bolesnika izloženog alergenu, iako nije utvrđe-
na korelacija između koncentracije sIge i težine simp-
toma (48).

koncentracija sIge ovisi o uzročnom alergenu. naj-
bolju dijagnostičku vrijednost ima određivanje sIge 
protutijela na inhalacijske alergene, manju prema 

alergenima hrane, a najmanju prema alergenima be-
ta-laktamskih antibiotika te alergenima otrova opno-
krilaca (26). primjerice, čak i vrlo niske vrijednosti 
sIge (>0,35 ku/l) na alergene brašna, jaja ili inhalacij-
ske alergene, u djece mlađe od 2 godine ukazuju na ri-
zik pojave alergije u kasnijoj dobi, dok sIge protutijela 
na proteine kravljeg mlijeka nisu povezana s kasnijim 
komplikacijama niti pri koncentracijama sIge 0,70- 
3,50 ku/l (49). određivanje sIge na nutritivne aler-
gene može pokazati i lažno niže vrijednosti ako se radi 
o labilnim alergenima, dok je za otkrivanje preosjetlji-
vosti na alergen otrova ose potrebna visoko osjetljiva 
metoda s granicom detekcije sIge od 0,10 ku/l (50) . 
u procjeni alergije na otrov opnokrilaca treba oprezno 
tumačiti rezultate kožnog testa i sIge, naročito ako je 
prošlo puno vremena od kliničke reakcije. reproduci-
bilnost ponavljanih testova nakon 2 i 6 tjedana od ubo-
da za oba se testa pokazala lošom (51). 

Iako su manje osjetljivi, testovi mjerenja koncentracije 
sIge imaju veću speciičnost od kožnog testa. nekoli-
ko je situacija u kojima određivanje sIge ima prednost 
pred kožnim testom, a odnose se na bolesnike u kojih 
bi kontakt s alergenom mogao izazvati tešku anailak-
tičku reakciju, nesuradljive bolesnike, prisutne gene-
ralizirane kožne promjene ili izraženi dermograizam, 
te nemogućnost prekida terapije koja utječe na pozi-
tivnost kožnog testa (antihistaminici, triciklički anti-
depresivi, sistemski glukokortikosteroidi) (52-54). u 
ostalim se slučajevima dijagnoza mora temeljiti na ko-
relaciji anamneze i izikalnog statusa, kožnih testova i 
određivanja sIge te eventualnoj primjeni provokacij-
skih testova (55). najbolji su primjer alergijske reakcije 
na hranu, kod kojih s obzirom na dob i vrstu alergena, 
postoji tendencija određivanja granične koncentracije 
sIge pri kojoj se očekuje klinička reakcija (tablica 5). 
Ipak, oko 50 % bolesnika reagira i kod nižih koncen-
tracija sIge, stoga anamneza i na njoj temeljena odluka 
o provođenju provokacijskih testova, ostaje vrlo važna 
u dijagnostici nutritivne alergije (56).

tablica 4. 

Razredi koncentracija speciičnih IgE protutijela

tablica 5. 

Granične vrijednosti sIgE na nutritivne alergene, njihova osjetljivost i speciičnost u predviđanju kliničke reakcije. 

Alergen
Granična vrijednost 

kIU/L
Osjetljivost Speciičnost PPV % NPV %

Bjelanjak jajeta 7 61 95 98 38
Djeca<2 god 2 95
Mlijeko 15 57 94 95 53
Djeca <2 god 5 95
Kikiriki 14 57 100 100 36
Riba 20 25 100 100 89
Soja 30 44 94 73 82
Brašno 26 61 92 74 87

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

većina imunoloških laboratorija u republici Hrvat-
skoj, kao i u drugim zemljama (od srednjoeuropskih 
zemalja, laboratoriji u Beču, grazu, Zürichu, Berlinu), 
za in vitro dijagnostiku koriste luoroenzimoimuno-
kemijsku (FeIA) metodu (ImmunocAp) (57). ova se 
metodologija smatra zlatnim standardom određivanja 
ukupnog i speciičnog Ige (sIge) (58).

na temelju dokaza iz literature te preporuka među-
narodnih udruženja, a s ciljem harmonizacije in vi-
tro dijagnostike na teritoriju rH, Hrvatsko društvo za 
alergologiju i kliničku imunologiju preporuča da ova 
metodologija i nadalje ostane dominantna u laborato-
rijskoj alergološkoj dijagnostici (59).

naime, studija lamberta i sur. pokazala je kako je mje-
renje sIge metodom FeIA (ImmunocAp) izrazito toč-
na metoda, s ponovljivim rezultatima mjerenja, pouz-
danima u dijagnostici i terapiji alergijskih bolesti (60). 
Iako su se na tržištu pojavile i druge imunokemijske 
metode (kemiluminiscentne imunokemijske metode, 
clIA, primjerice Immulite), istraživanja su pokazala 
da njihovi rezultati nisu usporedivi s rezultatima dobi-
venima metodom FeIA (ImmunocAp) za sve alergen-
ske ekstrakte. nekoliko je studija uspoređivalo rezulta-
te mjerenja sIge ImmunocAp i Immulite metodama 
(61,62). studija Wanga i sur. iz 2008. godine utvrdila je 
da mjerenje sIge na alergene jajeta, mlijeka, kikirikija, 
mačje dlake, breze te Dermatophagoides farinae meto-
dom clIA, Immulite pokazuje veće vrijednosti u od-
nosu na metodu FeIA, ImmunocAp (63). u studiji 
szecsija i sur. iz 2011. godine, metoda clIA, Immulite 
pokazala je 62 % više vrijednosti sIge na alergene jaje-
ta (f1), breze (t3), mačje (e1) i pseće dlake (e5), u od-
nosu na FeIA, ImmunocAp. još značajnija razlika do-
bivena je za rekombinantne alergene (gal d 1, Bet v 1, 
Fel d 1 te can f 1). s druge strane, pri manjim vrijed-
nostima sIge-a, Immulite u usporedbi s ImmunocAp 
metodom pokazuje manji izmjereni rezultat. također, 
Immulite pokazuje veće vrijednosti sIge u odnosu na 
ukupni Ige za sva četiri alergena (64). rezultati studija 
upućuju na to da dvije metode međusobno ne koreli-
raju. koncentracije sIge u djece s alergijom na proteine 
jajeta mjerene FeIA metodom dobro koreliraju s kli-
ničkom prezentacijom bolesti te bi istodobno uvođe-
nje drugih metoda otežalo dijagnostiku i kliničku pro-
cjenu bolesnika (65). Metodom FeIA može se odrediti 
sIge prema većem broju alergena (i nativnih i rekom-
binantnih) nego metodom clIA. usporede li se te dvi-
je metode za određivanje koncentracije ukupnog Ige-
a, može se zaključiti kako je gornja granica linearnosti 
mjerenja kod FeIA značajno veća (5000 kIu/l) nego 
kod metode clIA (2000 kIu/l), što zahtijeva dodatna 
razrjeđivanja uzorka da bi se dobio točan - kvantitativ-
ni rezultat. to u konačnici poskuplje pojedinačnu ana-

lizu. veoma je važan i podatak o prozonskom učinku 
(hook efect) kod ovih dviju metoda, kao uzroku lažno 
negativnih rezultata. proizvođači reagensa upozorava-
ju da prozonski učinak kod metode FeIA nastaje kod 
koncentracije veće od 153 000 kIu/l, a kod metode 
clIA prozonski učinak nastaje već kod koncentraci-
je od 13 000 kIu/l. opasnost je da se kod potonje me-
tode dobije rezultat unutar referentnih intervala (npr. 
< 120 kIu/l), unatoč izrazito povećanoj koncentraciji 
ukupnoga Ige (>13 000 kIu/l). Za praksu je također 
važno da kod metode FeIA kalibriranje unutar siste-
ma traje 6 mjeseci, dok je kod metode clIA svakih 14 
dana potrebno kalibrirati, što povećava troškove anali-
ze. konačno, rezultate navedenih istraživanja prihvati-
le su brojne krovne institucije, poput National Institu-
te of Allergy and Infectious Diseases (sAD, 2010.) (66), 
National Institute for Health and Clinical Excellence 
(nIce, velika Britanija, 2011.) (67), PRACTAL (europ-
ska skupina stručnjaka za astmu u djece) (68), Ame-
rička akademija za alergologiju i kliničku imunologi-
ju (2008.) (69), južnoafričko alergološko društvo (70).

4.3. Biočip tehnologija

Biočip tehnologija (engl. microarray technology, tehno-
logija na mikropostroju) omogućuje istodobno odre-
đivanje sIge protutijela prema velikom broju alergena, 
koristeći jednu pločicu s panelom vezanih alergena te 
vrlo malu količinu seruma. Moguće je koristiti ekstrak-
te ili komponente alergena, a komercijalno je dostupan 
test IsAc (ImmunoCAP Immuno-Solid Phase Allergen 
Chip, phadia). test se temelji na reakciji alergena (pa-
nel od oko 112 alergena) s Ige protutijelima. nastalom 
kompleksu dodaju se luorescirajuća anti Ige protutije-
la, a intenzitet luorescencije mjeri se laserski. rezultati 
se izražavaju IsAc standardiziranim jedinicama (71). 
Izmjerene koncentracije sIge dobivene biočipom do-
bro koreliraju s onima određivanima ImmunocAp-
metodom, iako je za male koncentracije sIge klasični 
ImmunocAp osjetljiviji. također je uočena veća vre-
menska varijabilnost rezultata dobivenih metodom 
IsAc u odnosu na ImmunocAp. stoga se metodologi-
ja IsAc ne preporuča u kliničkom praćenju bolesnika, 
već u dijagnostici polisenzibiliziranih bolesnika, po-
sebno onih kod kojih se sumnja na križnu reaktivnost 
(72-76).

4.4. Određivanje speciičnih IgG protutijela

Metodologija određivanja Igg protutijela analogna je 
ImmunocAp-metodi. temelji se na reakciji Igg antiti-
jela iz seruma pacijenta sa speciičnim alergenima ko-
valentno vezanima za podlogu. nakon ispiranja, doda-
ju se anti-Igg antitijela (ili antitijela speciična za Igg4 
podskupinu) te se mjeri aktivnost nastalog kompleksa, 

Acta 2_2015 KB.indd   84 26/10/15   16:05



85

A. stipić Marković, I. Ivković-jureković, s. Dodig, I. Batišta, r. Zrinski-topić, M. Barberić, I. topalušić, Ž. Bukovec Megla, v. Žižić
Hrvatske smjernice za in vitro dijagnostiku preosjetljivosti posredovane Ige protutijelima

Acta Med croatica, 69 (2015) 75-96 

koja je proporcionalna koncentraciji speciičnih Igg 
protutijela (37). Alergen speciična Igg antitijela mogu 
se pojaviti zbog ekspozicije organizma alergenima iz 
okoliša ili kao posljedica speciične imunoterapije. po-
jedina su istraživanja dokazala prisutnost Igg antitije-
la speciičnih za neke nutritivne alergene, no njihova 
povezanost s alergijom na hranu nije dokazana. stoga 
se navedene testove ne preporuča koristiti u dijagno-
stici reakcija preosjetljivosti na hranu (77). također je 
pokazano da za vrijeme i nakon speciične imunotera-
pije na alergene otrova opnokrilaca, dolazi do porasta 
Igg protutijela. koncentracija Igg protutijela skromno 
korelira sa smanjenjem rizika anailaksije nakon ubo-
da opnokrilca (78). uloga Igg protutijela nije dokaza-
na za speciičnu imunoterapiju drugim vrstama aler-
gena (26). 

4.5. Triptaza

enzim triptaza (neutralna serinska esteraza) u velikim 
je količinama pohranjen u sekretornim granulama 
mastocita. oslobađa se nakon vezanja Ige protutijela 
za receptore na membrani mastocita, zajedno s hista-
minom i ostalim vazoaktivnim medijatorima. smatra 
se biljegom aktivacije mastocita. Iako je poznato neko-
liko oblika ovog enzima (I, Iα, IIIβ, t), klinički su naj-
značajnije α i β triptaza. s obzirom na to da se α trip-
taza spontano luči iz mastocita, određivanje omjera α 
i β triptaze daje klinički važnu informaciju o aktivaciji 
mastocita pod utjecajem speciičnog alergena. tripta-
za je enzimatski aktivna isključivo tvoreći kompleks s 
heparinom. nakon njihovog razdvajanja, prelazi u mo-
nomerni oblik te gubi enzimatsku aktivnost. Mjerenje 
triptaze preporuča se provesti 15 min do 3 sata nakon 
anailaktičke reakcije. ukazuje na ranu fazu alergijske 
reakcije. nakon 12-24 sata, njena se koncentracija u 
krvi vraća na normalu (sl. 8). koncentracija α triptaze 
povećana je kod bolesnika s mastocitozom. normalna 
koncentracija triptaze iznosi manje od 13 μg/l. trip-
taza se također određuje luoroenzimoimunotestom-
ImmunocAp (79-84).

4.6. Eozinoilni kationski protein

eozinoilni kationski protein (ekp) bazični je protein 
smješten u granulama eozinoilnih granulocita, mole-
kularne mase 18,5 - 22 kDa. porast koncentracije ekp 
moguće je detektirati u serumu, nazalnom sekretu i 
sputumu tijekom kasne faze alergijske reakcije (6-24 
sata nakon ekspozicije alergenu), u kojoj dominantnu 
ulogu imaju eozinoili (85-93). ekp također se odre-
đuje luoroenzimoimunotestom - ImmunocAp. ekp, 
kao produkt degranulacije eozinoilnih granulocita 
ukazuje na akutnu izloženost alergenu, odnosno in-
tenzitet alergijske upale (sl. 9). koncentracija ekp >20 

μg/l ima visoku prediktivnu vrijednost za razvoj as-
tme u male djece, kod koje se za vrijeme respiracijske 
infekcije razvije bronhoopstrukcija (4). ekp se može 
koristiti za praćenje učinkovitosti protuupalne terapi-
je alergijskih bolesti (95). Ipak, zbog mnogih je preda-
nalitičkih interferencija dijagnostička vrijednost ekp-
a ograničena (96). normalne vrijednosti ekp manje su 
od 16μg/l.

4.7. Test aktivacije bazoilnih leukocita

temelj testa aktivacije bazoilnih leukocita (BAt, od 
engl.Basophil Activation Test) jest degranulacija, po-
taknuta vezanjem speciičnih Ige antitijela za recep-
tore na membrani stanica. Aktivacijom i degranula-
cijom bazoilnih leukocita dolazi do ekspresije cD63 

sl. 8. Kretanje koncentracije triptaze i histamina u krvi nakon 
provokacije alergenom

sl. 9. Kretanje koncentracije EKP-a u serumu u usporedbi s 
vrijednostima PEF-a u kasnoj fazi alergijske reakcije (PEF, od 
engl. Peak Expiratory Flow, vršni protok u ekspiriju)
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i cD203c staničnih obilježja na njihovoj membrani. 
cD63 molekule smještene su u lizosomima zajedno s 
histaminom, stoga koncentracija histamina korelira s 
ekspresijom cD63. ekspresija cD63 (alternativno cD 
203c) molekula određuje se metodom protočne cito-
metrije (97,99). stupanj aktivacije bazoilnih leukocita 
izražava se na dva načina: 1) bazoilnom reaktibilno-
šću, tj. brojem aktiviranih stanica nakon izlaganja op-
timalnoj koncentraciji alergena, te 2) bazoilnom osjet-
ljivošću, odnosno koncentracijom alergena pri kojoj je 
50 % stanica aktivirano. kod negativnog je testa akti-
vacije bazoila zabilježeno oko 10 % non-respondera u 
dječjoj te oko 5 % u odrasloj populaciji. Značenje testa 
aktivacije bazoila za kliničkog alergologa sastoji se u 
sljedećem:

1. pomoć u dokazivanju preosjetljivosti na uzročni 
alergen

2. praćenje tijeka alergijske bolesti
3. procjena stupnja težine alergijske bolesti.

najčešće korišteni alergeni u testu aktivacije bazoil-
nih leukocita jesu poleni, otrovi insekata, grinja, neki 
alergeni hrane (mlijeko, kikiriki) te neki lijekovi (npr. 
rukoronij, kortikosteroidi, beta laktamski antibiotici). 
najveće značenje BAt- a jest u dijagnostici preosjetlji-
vosti na otrove insekata, u cilju identiikacije klinički 
značajnog alergena (99,101). nadalje, BAt se koristi u 
dijagnostici alergija na lijekove (beta-laktamske antibi-
otike, kinolone te nesteroidne antireumatike, mišićne 
relaksanse, kontraste i pirazolone) (102-104). naroči-
to je koristan za lijekove za koje ne postoji drugi spe-
ciični test (opijati, albumini, metilprednizolon, anti-
histaminici). kod alergije na hranu (kikiriki, mlijeko), 
koristi se u praćenju uspješnosti speciične imunotera-
pije te procjeni rizika i težine reakcije, smanjujući po-
trebu za izvođenjem oralnih testova provokacije hra-
nom (103,106). u praćenju tijeka alergijske bolesti, 
test je koristan u praćenju uspješnosti anti-Ige terapije 
(107), speciične imunoterapije (105), prirodnog sma-
njenja preosjetljivosti na alergene hrane (108) te pro-
cjeni stupnja težine alergijske reakcije na alergene ku-
kaca (99,101). test je koristan u dijagnostici kronične 
urtikarije (109).

6. POSLIJEANALITIČKA FAZA

poslijeanalitička faza podrazumijeva tumačenje nala-
za za koje je potrebno poznavati referentne vrijednosti, 
predanalitičke i analitičke čimbenike te patoiziologiju 
alergijskih bolesti. poseban problem je križna reaktiv-
nost te lažno pozitivni rezultati sIge, uzrokovani speci-
ičnom reaktivnošću prema ugljikohidratnim determi-
nantama (110). problem križne reaktivnosti rješava se 
primjenom komponentne alergološke dijagnostike, dok 

bolesnici s visokim sIge zbog reaktivnosti prema uglji-
kohidratnim komponentama nemaju kliničke simpto-
me (111,112) .tablica 6 sažeto prikazuje preporuke za 
in vitro dijagnostiku s obzirom na vrstu alergena.

7. DIJAGNOSTIKA ALERGENSKIM 
EKSTRAKTIMA

ekstrakti alergena mješavine su alergena i raznih dru-
gih proteina i polisaharida, dobiveni iz prirodnih izvo-
ra. sastav proteina u ekstraktu određuje se tehnikama 
razdvajanja proteina u gelu (elektroforeza i srodne teh-
nike (sl. 10).

7.1. Potentnost alergenskog ekstrakta 

u ekstraktu alergena nalaze se proteini koji senzibilizi-
raju velik broj seruma bolesnika - glavni ili major aler-
geni, te sporedni (minor) alergeni, prepoznati u manje 
od 50 % velikog broja seruma. potentnost alergenskog 
ekstrakta određuje se in vivo i in vitro. In vivo poten-
tnost alergena izražava se biološkim jedinicama (Bu/
ml), a određuje koncentracijom ekstrakta koji izazove 
urtiku. In vitro potentnost ekstrakta određuje se bloka-
dom Ige antitijela speciičnih za alergene iz ispitivanog 
seruma, a iskazuje stupnjem inhibicije rAst-a.

7.2. Standardizacija alergenskog ekstrakta

proizvodnja kvalitetnih ekstrakata alergena nužna je u 
dijagnostici i speciičnoj imunoterapiji alergijskih bo-
lesti. Istraživanja su pokazala da se kvaliteta ekstrakata 
razlikuje među različitim proizvođačima (120,121). s 
obzirom na moguću varijabilnost ekstrakata alergena, 
za pouzdanu dijagnostiku i terapiju, potrebna je nji-
hova standardizacija (122). u postupku standardiza-
cije alergena preporuča se koristiti adekvatan, nekon-
taminirani izvor alergena. primjerice, pokazano je da 
su izvori alergena za D. pteronyssinus prikupljeni u ra-
zličitim dijelovima svijeta pokazali različit stupanj Ige 
senzibilizacije (123). Danas se za izražavanje potentno-
sti ekstrakata koristi više različitih jedinica potentnosti 
alergenskog ekstrakta (tablica 7). 

kod standardizacije alergena preporuča se odrediti 
glavni alergen te izmjeriti njegovu koncentraciju. re-
akcijom alergena sa sIge iz velikog broja seruma rAst 
inhibicijom najčešće se u ekstraktu identiiciraju glav-
ni alergeni. Međutim, dio alergena se ne prepozna, a 
njihov omjer ostaje nepoznat. određivanje koncen-
tracije glavnog alergena u ekstraktu smatra se ključ-
nim za provođenje supkutane speciične imunoterapi-
je (125,126) .
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tablica 6. 

Laboratorijska dijagnostika prema vrsti alergena

VRSTA 
ALERGENA 

PREPORUKE ZA IN VITRO DIJAGNOSTIČKU METODU

1. INHALACIJSKI 
ALERGENI

1. sIgE
•	 sIgE	na	inhalacijske	alergene	dobro	korelira	s	kliničkom	slikom	(26)

•	 koncentracija	sIgE	najviša	je	u	sezoni	polenacije	(19,20)

•	 preporuča	se	određivanje	pojedinačnih,	a	ne	grupnih	inhalacijskih	alergena	(42,58)

•	 panel	inhalacijskih	alergena	ima	visoku	negativnu	prediktivnu	vrijednost	u	djece	s	

bronhoopstrukcijama	pa	se	može	koristiti	u	određivanju	fenotipa	astme	(113)

1. NUTRITIVNI 
ALERGENI

1. sIgE
•	 ne	preporuča	se	određivanje	preosjetljivosti	na	panele	nutritivnih	alergena	(ISAC)	ako	za	to	ne	

postoji	anamnestička	podloga.	Lažno	pozitivni	rezultati	mogu	potaknuti	uvođenje	nepotrebnih	

dijetnih restrikcija
•	 kod	bolesnika	s	orofaringealnim	alergijskim	sindromom,	preporuča	se	odrediti	sIgE	na	križno	

reaktivne alergene (114)
2. BAT
 Kod nekih alergena (npr. kikiriki), BAT može pridonijeti procjeni težine alergijske reakcije te uspješnosti 

speciične imunoterapije (105-108)

3. LIJEKOVI*

1. sIgE
•	 testovi	sIgE	dostupni	su	za	lijekove	velike	molekulske	mase	(heterologni	antiserum,	inzulin,	

streptokinaza), a od manjih molekula, za penicilin. Za penicilin je speciičnost visoka, a osjetljivost 
niska (115-117)

2. BAT
•	 koristan	je	u	dijagnostici	alergije	na	beta	laktamske	antibiotike,	kinolone	te	nesteroidne	

antireumatike (100-102)
•	 preporuča	se	koristiti	za	lijekove	za	koje	ne	postoji	sIgE	(opijati,	albumini,	metilprednizolon,	

antihistaminici)

4. OTROVI 
OPNOKRILACA*

1. sIgE
•	 loše	korelira	s	kliničkom	slikom

•	 u	30	%	slučajeva	javlja	se	lažna	dvostruka	pozitivnost	na	alergene	ose	i	pčele	(118,119)

2. RAST inhibicija
3. BAT

•	 BAT	može	pridonijeti	procjeni	težine	reakcije	za	vrijeme	speciične	imunoterapije	te	pomoći	u	

diferenciranju	alergena	uzročnika	u	nejasnim	slučajevima	(99,103,104)

5. LATEKS*
1. sIgE
2. BAT (26)

* Koncentracija sIgE izrazito se smanjuje s vremenom proteklim od alergijske reakcije, preporuča se odrediti sIgE 2-3 tjedna nakon incidenta, 
maksimalno unutar 6 mjeseci (26)

sl. 10. Elektroforeza 
proteina. Proteine u 
ekstraktu razlikuje-
mo prema veličini 
molekule

Acta 2_2015 KB.indd   87 26/10/15   16:05



88

A. stipić Marković, I. Ivković-jureković, s. Dodig, I. Batišta, r. Zrinski-topić, M. Barberić, I. topalušić, Ž. Bukovec Megla, v. Žižić
Hrvatske smjernice za in vitro dijagnostiku preosjetljivosti posredovane Ige protutijelima

Acta Med croatica, 69 (2015) 75-96 

8. DIJAGNOSTIKA ALERGENSKIM 
KOMPONENTAMA

poteškoće u standardizaciji alergenskih ekstrakata 
dovele su do razvoja dijagnostike alergenskim kom-
ponentama, molekularne (MAD, od engl. Molecular 
Allergy Diagnosis) ili komponentne (cAD, od engl. 
Component Resolved Diagnosis) dijagnostike. Mole-
kularna dijagnostika omogućava određivanje senzi-
bilizacije bolesnika na molekularnoj razini, a umje-
sto alergenskih ekstrakata koristi pročišćene alergene 
iz prirodnih izvora ili proizvedene rekombinantnom 
DnA tehnologijom. Molekularna alergološka dijagno-
stika u kliničkoj se praksi koristi u posebnim indika-
cijama, deiniranima smjernicama svjetske alergološke 
organizacije (WAO-ARIA-GALEN consensus document 
on molecular-based allergy diagnosis, 2013.) (127). Za 
in vitro molekularnu dijagnostiku trenutno je dostu-
pno oko 130 pročišćenih ili kloniranih molekula aler-
gena s poznatom trodimenzionalnom strukturom. 

Molekularnu dijagnostiku moguće je provesti na sin-
gleplex pločici (pločica za jedan analit), gdje se analizi-
ra jedan alergen te na pločici koja omogućuje testiranje 
velikog broja alergena (multiplex - milijun analita, low-
plex i mid-plex – 10 do 1000 analita po jednom testu) 
i dijagnostiku križne reaktivnosti (biočip, microarray 
tehnologija). 

8.1. Klinička primjena molekularne alergološke 
dijagnostike

8.1.1.Križna reaktivnost

Mnogi su proteini strukturno vrlo slični, te se prema 
strukturi svrstavaju u nekoliko glavnih obitelji (tablica 
8), koje su izrazito konzervirane među različitim pri-
rodnim vrstama. kod nekih bolesnika, alergen speci-

ična Ige protutijela zbog strukturne se sličnosti epito-
pa vežu na proteine iz različitih izvora alergena, što se 
naziva križnom reaktivnošću (tablica 9). 

Molekularna dijagnostika omogućuje razlikovanje pri-
marne senzibilizacije od križne reaktivnosti te poveća-
va pouzdanost pretrage. primjer je alergijska reakcija 
na kikiriki, kod koje se Ara h 2 smatra primarnom sen-
zibilizirajućom molekulom, a Ara h 8 jest biljeg križne 
reaktivnosti između kikirikija i peluda drveća Fagales 
(128,129). 

poseban problem je križna reaktivnost između inha-
lacijskih i nutritivnih alergena. križno su reaktivni in-
kompletni nutritivni alergeni (pr-10 i proilin), pove-
zani s oralnim alergijskim sindromom, dok kompletni 
nutritivni alergeni, otporni na toplinu i probavne en-
zime (skladišni proteini, lipidni transferni proteini), 
mogu dovesti do sistemske reakcije. MAD omogućuje 
detekciju primarnog senzibilizirajućeg alergena čime 
se izbjegavaju nepotrebni testovi oralnog optereće-
nja hranom i dijetne restrikcije te omogućuje isprav-
no propisivanje speciične imunoterapije (130,131). 
Mnogi ekstrakti alergena u svom sastavu sadrže križno 
reaktivne ugljikohidratne determinante. MAD omo-
gućuje određivanje sIge na MuXF (tip križno reaktiv-
nih ugljikohidratnih determinanti) radi isključivanja 
klinički beznačajne reaktivnosti na križno reaktivne 
ugljikohidratne determinante glikoziliranih alergena 
(132).

8.1.2. Procjena rizika i težine alergijske reakcije

procjena rizika i težine alergijske reakacije, osobito 
na nutritivne alergene, još je jedno područje primje-
ne molekularne dijagnostike. Hrana sadrži moleku-
le alergena, od kojih su neke otporne na zagrijavanje i 
probavne enzime (kompletni alergeni), dok druge nisu 
(inkompletni alergeni). Inkompletni alergeni uzrokuju 

tablica 7. 

Različite jedinice kojima se deinira potentnost alergenskog ekstrakta

Mjerna jedinica potentnosti alergena Deinicija mjerne jedinice

Omjer mase sirovine i volumena otapala g/mL

Proteinsko dušična jedinica (PNU, od engl. protein- nitrogen 
unit)

0,01 μg protein-dušika

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

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

Biološka jedinica (BU, od engl. Biological Unit) Odgovara 1/1000 HEP u prick testu 

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

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

Pripremljeno	prema	Jeong	KJ	i	sur.	Optimization	of	allergen	standardization.	Yonsei	Med	J	2011;	52(3):393-400.	(124)
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tablica 8. 

Glavne skupine proteina. 

Obitelj proteina Svojstva proteina Članovi obitelji
PR-10 proteini (Bet v1 homologni) neotporni na toplinu pelud stabala, voće, povrće, orašasti 

plodovi
Proilini (Bet v2 homologni) visoko križno reaktivni pelud stabala, trava, korova, voće, 

povrće, orašasti plodovi
nsLTP otporni na toplinu i probavu voće, povrće, orašasti plodovi, pelud 

korova
Skladišni proteini otporni na toplinu i probavu povezani s 

teškim sistemskim reakcijama
mahunarke, orašasti plodovi, sjemenke, 

Tropomiozini otporni na toplinu grinje, rakovi, insekti
nsLTP,	nespeciični	lipidni	transferni	protein

tablica 9. 

Glavne skupine križno reaktivnih alergena

KRIŽNA REAKTIVNOST MEĐU RAZNIM PROTEINIMA
 Pelud -pelud Pelud-biljni NA Biljni NA–biljni NA Pelud-biljni NA- lateks
- Ole e1 homolozi
- polkalcini
- pektat liaza
- poligalakturonaza

- proilini
- PR-10 proteini (homologni 

s Bet v1)
- nsLTP
- TLP

- skladišni proteini
- ns LTP
- TLP

- proilin
- beta-1,3-glukanaza
- heveinu slični proteini

Preuređeno	prema	Luengo	 i	sur.	Component	resolved	diagnosis:	When	should	 it	be	used?	Clinical	and	translational	allergy	2014;4:28;	NA-	

nutritivni	alergeni	;	TLP,	protein	sličan	taumatinu	;	nsLTP,	nespeciični	lipidni	transferni	protein	(130)

lokalni alergijski odgovor (oralni alergijski sindrom), 
dok kompletni alergeni mogu uzrokovati teže sistem-
ske reakcije. Identiikacija alergena na koji je bolesnik 
senzibiliziran, poput biomarkera omogućuje predviđa-
nje težine reakcije, savjetovanje bolesnika o izbjegava-
nju alergena te nepotrebnih oralnih provokacijskih te-
stova (133). 

težina alergijske reakcije na nutritivni alergen ovisi o 
tipu senzibilizacije (sl. 11), ainitetu vezanja Ige za aler-
gen, karakteristikama i količini alergena te prisutno-
sti kofaktora (134). primjerice, Mal d 1 (pr-10) jabuke, 
homologan Bet v 1 alergenu polena breze izaziva samo 
oralni alergijski sindrom, dok Mal d 3 (nsltp, primar-

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

ni alergen jabuke) može izazvati teže reakcije. Ipak, u 
literaturi je opisana anailaksija zbog senzibilizacije na 
Mal d1, vjerojatno stoga što tip reakcije ne ovisi samo 
o senzibilizirajućem alergenu (135,136).

pregled alergogenih komponenti nutritivnih alergena 
iz istog izvora s različitim potencijalom razvoja teških 
sistemskih reakcija na hranu prikazan je na tablici 10.

8.1.2. Propisivanje speciične imunoterapije uz pomoć 
molekularne alergološke dijagnostike

u većine bolesnika senzibiliziranih na jedan ili neko-
liko inhalacijskih alergena bez preklapanja polenacij-
skih sezona pravilna se dijagnoza može postaviti pri-
mjenom ekstrakata alergena. Iako je većina bolesnika 
senzibilizirana na glavne alergene polena (npr. ole e1, 
Bet v1), u nekim je regijama glavni senzibilizirajući 
alergen onaj koji se inače smatra sporednim alergenom 
(npr. ole e 7 i ole e 9). MAD može pomoći identiici-
ranju alergena uzročnika senzibilizacije, što je ključno 
u prepisivanju sIt, posebice stoga što su komercijal-
ni ekstrakti standardizirani samo za glavne alergene 
(137,138). sličan je primjer alergen can f 5 iz prostate 
psa na koji je senzibilizirano oko 37 % bolesnika, a koji 
je u ekstraktu alergena pseće dlake slabo zastupljen 
(139). polisenzibilizacija na inhalacijske alergene u eu-
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ropi vrlo je raširena. MAD ima ulogu u prepoznavanju 
najvažnijeg alergena uzročnika tegoba te prepisivanju 
ispravnog ekstrakta alergena za sIt. kliničke su studi-
je pokazale da je sIt jednim inhalacijskim alergenom 
kod polisenzibiliziranih bolesnika sigurna i učinkovi-
ta, pod uvjetom da se radi o najvažnijim senzibilizi-
rajućem alergenu (140). MAD se također preporuča u 
dijagnostici alergija na otrove opnokrilaca u svrhu ot-
klanjanja rizika lažno pozitivnog sIge zbog križne re-
aktivnosti prema ugljikohidratnim antigenim determi-
nantama te međusobne križne reaktivnosti (141). 

8.1.3. Molekularna dijagnostika u tretmanu 
anailaksije 

preporuča se MAD provesti u bolesnika sa sumnjom 
na anailaksiju potaknutu različitim kofaktorima. kod 
anailaksije potaknute vježbanjem preporuka je odre-
diti sIge na omega-5-glijadin, a kod anailaksije uzro-
kovane povrćem, orašastim plodovima i žitaricama, 
naročito u južnoj europi, sIge na nespeciične transfer-
ne proteine i omega-5-glijadin, kao potencijalne kofak-
tore (142). kod sumnje na anailaksiju uzrokovanu cr-
venim mesom, preporuča se odrediti sIge na galaktozu 
(α gal) (143). također, smatra se da IsAc biočip tehno-
logija u molekularnoj dijagnostici ima mjesto u obradi 
idiopatske anailaksije (144).. 

8.1.4. Molekularna dijagnostika u alergiji na lateks

kod bolesnika preosjetljivih na lateks, klinički su rele-
vantni alergeni Hev b1, 3, 5 i 6, dok senzibilizacija na 
Hev b 8 ne dovodi do simptoma, te nije potrebno izbje-
gavanje materijala koji sadrže lateks. uloga senzibiliza-
cije na lateks i križne reaktivnosti na nutritivne alerge-
ne u sindromu lateks-voće nije razjašnjena (145,146).

8.1.5. Preporuke za primjenu molekularne dijagnostike

u bolesnika kojima se preporuča samo simptomatska 
terapija, monosenzibiliziranih bolesnika te onih s ja-
snom kliničkom slikom MAD ne daje značajno više 
informacija u odnosu na tradicionalne dijagnostič-
ke testove. u suvremenoj su kliničkoj praksi razvije-
nih zemalja mnogo češći polisenzibilizirani bolesnici 
s kompleksnom simptomatologijom te sumnjom na 
križnu reaktivnost. kod tih se bolesnika preporuča ko-
ristiti molekularnu dijagnostiku. rutinska primjena 
MAD posebice se preporuča u bolesnika preosjetljivih 
na više inhalacijskih alergena te alergene hrane (uk-
ljučujući različite kliničke manifestacije bolesti: oAs, 
anailaksija, astma, ekcem). 

ZAKLJUČCI

1. Molekularna dijagnostika alergijskih bolesti najko-
risnija je u odabiru speciične imunoterapije, pro-
cjeni križne reaktivnosti te procjeni težine alergijske 
reakcije u bolesnika preosjetljivih na različite aler-
gene. 

2. rutinska primjena molekularnih metoda preporuča 
se u polisenzibiliziranih bolesnika, bolesnika s neja-
snom kliničkom slikom ili lošim odgovorom na pri-
mijenjenu terapiju.

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

tablica 10 . 

Alergogene komponente iz istog izvora i rizik sistemskih reakcija 

Izvor alergenske molekule Molekule visokog rizika Molekule niskog rizika

•	 kikiriki

•	 lješnjak

•	 orah

•	 soja

•	 voće	iz	roda	Rosaceae

•	 žitarice

Ara h 1, 2, 3, 9
Cor a 8, 9
Jug r 1, 2, 3
Gly	m	5,	6

Pru p 3, Mal d 3
Tri a 14, Tri a 19

Ara h 8, proilin, CCD
Proilin, CCD
Proilin, CCD
Proilin, CCD
Pru p 1, Mal d 1, proilin, CCD
Proilin, CCD

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

2013;6:17; CCD- križno reaktivna ugljikohidratna determinanta 129
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croatian guidelines for IN VITRO diagnosis of ige mediated 
Hypersensitivity
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In vitro diagnostic procedure in allergology includes determination of serum levels of total and allergen speciic IgE antibodies, 

allergen speciic IgG antibodies, plasma tryptase, eosinophil cationic protein (ECP) and basophil activation test (BAT). In vitro 

tests should be used according to clinical history, physical examination, and in vivo methods for allergy testing. Clinical relevance 

of elevated total IgE in allergy diagnosis is modest, since it can be caused by other conditions. Elevated serum levels of aller-

gen speciic IgE antibodies, together with positive medical history, are indicative of clinically relevant allergy. A recommended 

laboratory method for total and speciic IgE concentration measurement is the sandwich-type luoroimmunoassay ImmunoCAP, 

considered as an ideal immunoassay. Serum levels of allergen speciic IgG antibodies have no proved clinical relevance in food 

allergy diagnosis. They can be useful to monitor venom immunotherapy success, as well as to estimate the risk of venom induced 

anaphylaxis. Elevated plasma tryptase (subtype β) level is an indication of mast cell activation caused by speciic allergen. It 
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should be obtained within 4 hours after an anaphylactic episode. Elevated level of ECP can be detected in patient blood during 

late phase of allergic reaction. It can be used to monitor patients with chronic allergenic and inlammatory conditions in which eo-

sinophils play a central role. BAT includes measurement of CD 63 (cluster of differentiation) and CD 203 antigens of the molecular 

surface by low cytometry. It is useful in the diagnosis of venom, food and drug allergy, estimation of severity of allergic disease 

and natural tolerance to allergens. In vitro tests based on allergen extracts can be used for in vitro diagnosis in monosensitized 

patients with clear medical history and symptomatic treatment. Molecular allergy diagnosis should be performed in special clini-

cal indications such as diagnosis of cross reactivity, prescription of speciic immunotherapy (especially in polysensitized patients 

with complex symptoms), diagnosis of idiopathic or cofactor induced anaphylaxis, latex allergy, and assessment of the risk of 

allergic reaction to speciic allergen.

Key words: IgE, plasma tryptase, eosinophil cationic protein, basophil activation test, molecular allergy diagnosis
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