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01 UVOD

Autoimune 
sistemske 
reumatske 

bolesti? 



1. AUTOIMUNE

1b. organospecifične

1a. ORGANONESPECIFIČNE

(sistemske)

II. UPALNE 
REUMATSKE 

BOLESTI

• poremećaj imunosnog sustava
• nepoznata etiologija 
• nejasna genska podloga 

• multipla skleroza
• celijakija
• Hashimotov tireoiditis
•....

I. sistemski vaskulitisi

III. antifosfolipidni 
sindrom

www.ecosh.com/Chron’s disease



Sistemski 

eritemski lupus
(SLE)

Inflamatorne 

Idiopatske

 miopatije (IIM)

Sjögrenov 

sindrom (SjS)

Sistemska 

skleroza

(SSc)

UPALNE REUMATSKE BOLESTI
I. Bolesti vezivnog tkiva



UPALNE REUMATSKE BOLESTI
II. Bolesti koje primarno zahvaćaju zglobove

ODRASLI DJECA

Reumatoidni 

artritis 
(RA)

Juvenilni 

idiopatski

 artritis (JIA)



Pedijatrijska reumatologija

FARMAKOLOG

RADIOLOG

MEDICINSKI BIOKEMIČAR

KARDIOLOG

REUMATOLOG

IMUNOLOG

bitna suradnja multidisciplinarnog timabitna suradnja multidisciplinarnog tima

NUTRICIONIST

ORTOPED i FIZIJATAR

OFTALMOLOG



Odrasla vs. pedijatrijska populacija

≠

RAZLIKE

težina kliničke slike

tijek bolesti

liječenje

=

SLIČNOSTI

klinički simptomi

dijagnostički kriteriji

LABORATORIJSKA 
DIJAGNOSTIKA

•  postavljanje dijagnoze

•  praćenje tijeka bolesti

•  praćenje odgovora na 
terapiju



02 Pretrage opće laboratorijske      
                       dijagnostike



Pretrage opće laboratorijske dijagnostike

opći upalni 
parametri

kompletna 
krvna slika

osnovni 
biokemijski 
parametri

dodatni 
biokemijski 
parametri

titar antitijela

• upalne ≠ neupalne reumatske bolesti
• autoimune  ≠ degenerativne i parareumatske 
• praćenje i procjena uspješnosti terapije
• SE (aktivni SLE) i CRP (JIA)
• proupalni citokini - IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-8, IL-18

• anemija
• ↓↑ Trc 
• ↓↑ Leu

• Ca, ALP
• urati
• mišićni enzimi (CK, LDH, AST)

• Ca i P u mokraći
• PTH, vitamin D, izoenzimi ALP-a
• eGFR, kompletna analiza mokraće

• ASO
• ASTA



03 Pretrage specifične    
laboratorijske dijagnostike



Pretrage specifične laboratorijske dijagnostike

elektroforeza serumskih 
proteina; koncentracija 

IgG/IgA/IgM

parametri humoralne 
autoimunoreakcije

parametri stanične 
autoimunoreakcije

• monoklonska gamapatija ≠ poliklonska 
hipergamaglobulinemija

• cirkulirajući imunokompleksi
• serumska autoantitijela: 

1. RF reumatoidni faktor

2. ACPA antitijela na citrulinirane proteine

3. ANA antinuklearna antitijela
 

• citokini
• pomoćnički i citotoksični limfociti T

• funkcijski aktivacijski testovi CH50 i AH50
• C3, C4, C1 inhibitor

sustav 
komplementa



Laboratorijska dijagnostika RA i JIA

1. Reumatoidni faktor (RF)

• autoAt usmjerena na Fc fragment IgG 
molekule
a) IgM izotip  brza i progresivna 
destrukcija, izvanzglobne promjene
b) IgG izotip  razvoj vaskulitisa
c) IgA izotip  koštane promjene, upalne 
promjene u sluznicama

+ SjS, SLE, infektivne bolesti, ZDRAVE 
osobe
ALI! Pozitivan nalaz u 2 uzastopna 
određivanja, visoki titar, sva 3 izotipa
*imunonefelometrija, imunoturbidimetrija, 
ELISA, ALBIA
*izotip-nespecifični, IgM-specifičan
• titar ne korelira s aktivnošću bolesti → 
CRP i SE

2. Antitijela na citrulinirane 
proteine (ACPA)

• dijagnostika i prognoza RA  - visoki 
rizik za razvoj progresivnog 
erozivnog artritisa
• ponavljanje samo kod negativnog 
nalaza
• samo kod 2-5% pacijenata s JIA 
(RF (+) poliartrikularni oblik 
bolesti)
• ELISA, FEIA, CLIA
• antitijela na sintetske cikličke 
citrulinirane peptide (anti-CCP) i 
antitijela na mutirani citrulinirani 
vimentin (anti-MCV)

3. Antitijela na karbamilirane 
proteine (anti-CarP)

• najnovija istražena autoAt
• otkrivena 2011.godine
• kod 45% pacijenata s RA



• ciljana populacija trebala bi imati 

barem jedan zglob sa sinovitisom 

koji se ne može objasniti drugom

dijagnozom
• ako je rezultat ≥6 tada je dijagnoza 

RA pozitivna

I. 2010 ACR/EULAR klasifikacijski kriteriji za RA

II. 2001 ILAR klasifikacijski kriteriji za JIA



04 Antinuklearna antitijela (ANA)



ENA 

ANTINUKLEARNA 
AUTOANTITIJELA 

(ANA)

• dijagnostički kriterij za većinu BVT, 
kategorizacija podsindroma, procjena 
prognoze, indikacija za razvoj 
preklapajućih sindroma
• faktor rizika za razvoj uveitisa kod JIA
• dijagnostika autoimunog hepatitisa

Usmjerena na razne autoAg 
koji se nalaze na različitim 
staničnim strukturama: 
• dijelovi jezgre kromatin, 
nukleole, jezgrina ovojnica, mitotski 
aparat

• citosol 

Slaba ANA reaktivnost i kod:
•  nereumatskih stanja 

virusne infekcije, bolesti jetre, karcinom

•  zdravih osoba 
trudnice, žene >40g, starije osobe

Chepy et al.  Can Antinuclear 
Antibodies Have a Pathogenic 
Role in Systemic Sclerosis? 
Frontiers in Immunology, 2022



Nema specifičnih kriterija za pedijatrijsku populaciju!

. Klasifikacijski 
kriteriji

Bolest KRITERIJI

Sistemski eritemski 
lupus

ACR/EULAR 2019
•  ANA > 1:80 (ulazni 

kriterij)
•  dsDNA, Sm

Sjögrenov sindrom ACR/EULAR 2016 •  SS-A (Ro60)

Sistemska skleroza ACR/EULAR 2013
•  CENP, Scl-70, RNA-

pol III

Idiopatske inflamatorne 
miopatije

ACR/EULAR 2017 •  Jo-1
•  ↑ mišićni enzimi (CK, 

LDH, AST ili ALT)

Mješana bolest 
vezivnog tkiva

Alarcón-Segovia 1987 •  U1 RNP >1:1600



2 koraka u određivanju ANA

• dokazivanje PRISUTNOSTI 
antinuklearnih autoantitijela
• visokoosjetljive, brze, jeftine

1 metode probira

• dokazivanje SPECIFIČNOSTI 
antinuklearnih autoantitijela
• visokospecifične, skuplje

2 metode potvrde



Metoda indirektne imunofluorescencije na HEp-2 stanicama (IIF-HEp-2)
zlatni standard u detekciji ANA (>100 različitih autoAt) i PREPORUČENA je METODA PROBIRA

HEp-2 stanice – stanična linija humanog 
epidermoidnog karcinoma larinksa tipa 2

a) Imaju veliku jezgru  mogu se dobro 
vidjeti detalji jezgre

b) Humanog su porijekla  bolja specifičnost
c) Prisutne su u svim stadijima staničnog 

ciklusa
d) Identifikacija >30 uzoraka fluorescencije
e) 1 sloj stanica  bolja vidljivost
f) Visoka stopa dijeljenja stanica  

mogućnost da se vide centromere i 
mitotski aparat

g) Uniformna distribucija antigena

Princip metodePrincip metode

Bossuyt X et al.Understanding and interpreting antinuclear antibody tests in systemic rheumatic diseases. Nat Rev Rheumatol. 2020.HEp-2000? HEp-20-10?



Obrasci fluorescencije
• prema Međunarodnom konsenzusu o obrascima antinuklearnih 
antitijela (engl. International consensus on ANA patttern, ICAP) mogu se 
podijeliti na fluorescenciju: 

a) jezgre

b) citoplazme 

c) mitotskog aparata 
• Označeni su AC oznakom (engl. Anti-Cell pattern code) od AC-1 do 

AC-29

A – homogena   (AC-1)
B – granulirana  (AC-2)
C – nukleolarna (AC-8)
D – centromere (AC-3)

Sousa MJ et al. International Consensus on Antinuclear Antibody Patterns in Portugal. Acta Med Port. 2021

Tešija Kuna, A., Đerek, L., Drvar, V., Kozmar, A. i Gugo, K. Određivanje ANA: Nacionalne preporuke HDBMLB-a. Biochemia Medica. 2021





Laboratorijski nalaz IIF ANA

opis obrasca fluorescencije

titar autoantitijela
•najveće razrijeđenje uzorka kod 
kojeg se fluorescencija još može 
detektirati
•do 1:640 ili maksimalno 1:5120

• prema ICAP AC-nomenklatura 
(AC-1 do AC-29)

određivanje 
specifičnosti
ANA
osim za anti-
CENP

• nije potrebno daljnje određivanje specifičnosti 
ANA OSIM kod sumnje na prisutnost:
1. anti-Jo-1 kod IIM
2.anti-SS-A (60kDa, 52 kDa) kod SjS, kongenitalnog 
srčanog bloka ili neonatalnog lupusa
3.anti-ribosom P kod SLE

pozitivan 
nalaz

negativan
nalaz

Granični titar 1:160



Jednostruka detekcija specifičnih antitijela 
pomoću metoda koje kao obilježivače 
sekundarnog antitijela koriste: 
1. enzime (kolorimetrijska (engl. Enzyme-linked 
ImmunoAssay, ELISA) i fluorometrijska (engl. 
Fluorimetric Enzyme-linked ImmunoAssay; 
FEIA) reakcija) 
2. kemiluminescentne spojeve (engl. 
ChemiLuminescence ImmunoAssay; CLIA) 

Višestruka detekcija specifičnih antitijela 
(engl. Multiplexed ImmunoAssay, MIA): 
3. Linijski/točkasti imunoblot 
4. imunometoda s laserski adresabilnim 
mikročesticama (engl. Addressable Laser 
Bead ImmunoAssay, ALBIA)
5. tehnologija temeljena na česticama (engl. 
Particle-basedMulti-Analyte Technology, 
PMAT) 

Metode na

I. polistirenske 
jažice
I. polistirenske 
jažice

II. nitrocelulozna 
membrana
II. nitrocelulozna 
membrana

III. mikrokugliceIII. mikrokuglice

ČVRSTIM NOSAČIMAČVRSTIM NOSAČIMA

Bossuyt X et al.Understanding and interpreting 
antinuclear antibody tests in systemic rheumatic 
diseases. Nat Rev Rheumatol. 2020.



Primjer IB za detekciju 
miozitis specifičnih 
autoantitijela (MSA) – Jo-1, 
Mi2, Ku..

Primjer IB za detekciju 
miozitis specifičnih 
autoantitijela (MSA) – Jo-1, 
Mi2, Ku..

Primjer IB za detekciju 
autoantitijela karakterističnih 
za sistemsku sklerozu (SSc) 
– CENP-B, Scl-70, fibrilarin

Primjer IB za detekciju 
autoantitijela karakterističnih 
za sistemsku sklerozu (SSc) 
– CENP-B, Scl-70, fibrilarin
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Laboratorijski nalaz metoda na čvrstim nosačima

Metode probira Metode potvrde

Specifični 
autoantigeni

mješavina pojedinačni

Rezultati kvalitativni

kvalitativni poz/neg

polukvantitativni; 
kvantitativni

AU/mL; RU/
mL

CU CLIA metoda

IU/mL samo za 
anti- dsDNA

dsDNA, Sm, La, Ro (60,52), U1RNP (BIO-FLASH, CLIA)  cut-off niži u 
odnosu na preporuke proizvođača 



1 kvalitativan rezultat probirnog testa
2 popis specifičnih antigena sadržanih u 
probirnom testu
3 primjenjena metodologija
4 nazivlje u skladu s preporukama
5 arbitrarne mjerne jedinice za sva 
autoantitijela (EliA kU/L) osim za dsDNA 
(kIU/L)



IIF HEp-2 vs. metode na čvrstim nosačima
kombinacija obje metode daje klinički najvažniju informaciju

Indirektna imunofluorescencija na  
HEp-2 stanicama

PREDNOSTI
• otkrivanje više od 100 različitih autoAt
• jeftino

NEDOSTACI
• kompleksna i dugotrajna izvedba
• subjektivnost
• potrebno iskustvo
• utjecaj komponenta fluorescentnog mikroskopa
• metoda priprema Hep-2 stanica
•niska osjetljivost za anti-SS-A (60kDa, 52kDa), 
anti-ribosom-P, anti-Jo-1
• problem standardizacije 

Metode na čvrstim nosačima

PREDNOSTI
• visoka analitička osjetljivost I specifičnost
• bolja reproducibilnost 
• mogućnost automatizacije
• kraće vrijeme izrade
• nije potrebno iskustvo

NEDOSTACI
• korištenje ograničenog broja autoAg
• učestalost „lažno negativnih” rezultata
• cijena
• problem standardizacije



1. PRIJEANALITIČKA FAZA
• Indikacije za ANA testiranje
• Vrsta uzorka i stabilnost
• Provođenje kontrole kvalitete
• Racionalni algoritam

2. ANALITIČKA FAZA
• ANA metode probira
• ANA specifični testovi
• Antitijela na dsDNA
• Interferencije

3. POSLIJEANALITIČKA FAZA
• Nazivlje
• Specifikacija antigena
• Mjerne jedinice
• Granična vrijednost
• Primjenjene metode
• Komentari na nalazu
• Ponavljanje ANA testiranja

1. ANA TESTIRANJE I IZVJEŠTANJE IIF HEP-2 
REZULTATA

2. IIF HEP-2 METODOLOGIJA 
• Odabir supstrata/konjugata
• Primjena kompjutorski automatiziranih sustava

3. KONTROLA KVALITETE
• Unutarnja kontrola kvalitete – vrsta i odabir uzorka
• Vanjska kontrola kvalitete

4. VALIDACIJSKI/VERIFIKACIJSKI PRISTUP IIF HEP-2 
• Analitički
• klinički

5. METODE NA ČVRSTIM NOSAČIMA (ANA probir)

35 preporuka35 preporuka27 preporuka27 preporuka



N o v e   t e h n o l o g i j e

• kombinacija IIF HEp-2 s višestrukom detekcijom 
specifičnih ANA metodom s mikročesticama

1. Kombinacija metoda probira i 
potvrde tzv. 2. generacija ANA 
testiranja

2. automatizirani austavi za prepoznavanje tipa i titra IIF obrasca
Helios, Aesku.Diagnostics, Njemačka
Image Navigator, Immuno Concepts, SAD
Cytospot, Autoimmun Diagnostika, Njemačka
AKLIDES, Medipan, Njemačka (1. komercijalno dostupan)
Nova View, Inova, SAD
Zenit G Sight, A. Menarini Diagnostics, Italija
Europattern, Euroimmun, Njemačka 

a) mikročestice veličine 9 i 15µm, obložene autoAg 
 (crvena fluorescencija)
b) mikročestice veličine 12µm bez autoAg, referentne
 (zelena fluorescencija)

Cytobead ANA tehnologija, GA Generic Assays

Scholz et al. Second generation analysis of antinuclear antibody (ANA) by combination of screening and 
confirmatory testing. Clin Chem Lab Med. 2015.



05 ZAKLJUČAK



Autoimune 
sistemske
 reumatske

 bolesti

a) Bolesti vezivnog tkiva 
- SLE, SSc, SjS, IIM, 
MBVT
b) Bolesti koje zahvaćaju 

zglobove
- RA, JIA

a) CRP, SE
b) KKS
c) Ca, ALP, urati, CK, AST, LDH
d) PTH, vit.D, izoenzimi ALP, 

eGRF, analiza mokraće
e) AST-O, ASTA

Opća 
laboratorijska 
dijagnostika

Specifična 
laboratorijska 
dijagnostika

a) Elektroforeza serumskih 
proteina, IgG/A/M

b) CH50, AH50, C3, C4,C1 inh.
c) Citokini, Th i Tc limfociti
d) Serumska autoantitijela
- RF, ACPA, ANA

Take-home message…

ANA

a) IIF-HEp-2 – titar/obrazac
b) Metode na čvrstima 

nosačima
- ELISA, FEIA, CLIA, LIA, 

ALBIA
c) Nove tehnologije



HVALA NA 
PAŽNJI!
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