Epidemiologie 3-010

12.8.2010 13:32 Str. 126
— P

Epidemiol. Mikrobiol. Imunol. 59, 2010, ¢. 3, s. 126-132

Perniciozni anémie - diagnosticky prinos detekce
autoprotilatek proti vnitrnimu faktoru a tercovému
antigenu parietalnich bunék zaludku H+/K+ ATPaze

Sedlac¢kova L., Dubska L., Pracha M.

Oddéleni klinické biochemie, hematologie a imunologie, Nemocnice Na Homolce, Praha

SOUHRN

Uvod: Perniciézni anémie je autoimunitni onemocnéni vyvolavajici deficit vitaminu B,,.
Diagnostika zahrnuje typické zmény v krevnim obraze, nizkou hladinu vitaminu B,,,
endoskopické a histologické znamky gastritidy a prukaz autoprotilatek proti tercovym antigenum
- H+/K+ ATPaza parietalnich bunék a vnitini faktor.

Cil studie: Cilem prace bylo zavést imunologickou metodu detekce autoprotilatek proti teréovym
antigenum - H+/K+ ATPaze parietalnich bunék a vnitinimu faktoru a vyhodnotit jejich p¥inos pro
diagnostiku perniciézni anémie.

Material a metodika: Bylo vysetieno 95 pacientskych sér na protilatky proti H+/K+ ATPaze
a vnitfnimu faktoru multiplexovou metodou luminex. Vysledky byly porovnany s imuno-
fluorescenéni metodou prukazu protilatek proti parietalnim bunikam Zaludku a s diagnézou.
Vysledky: Senzitivita protilatek proti H+/K+ ATPaze parietalnich bunék pro diagnézu perniciézni
anémie byla 68,2%, specificita 91,7%. Senzitivita protilatek proti vnitinimu faktoru byla 40,9%,
specificita 98,6%. Senzitivita kombinace vysSetieni obou autoprotilatek byla 86,36%, specificita
90,28%, pozitivni prediktivni hodnota 73,08% a negativni prediktivni hodnota 95,59%.

Zavér: Oba testy jsou velice prinosné v diagnostice perniciéozni anémie a jejich soubézné stanoveni
zvySuje senzitivitu vysetieni.

Kli¢ova slova: perniciéozni anémie — autoimunitni gastritida — vnitini faktor - parietalni bunky.

SUMMARY

Sedlacékova L., Dubska L., Pracha M.: Pernicious Anaemia - Diagnostic Benefit of the Detection of
Autoantibodies against Intrinsic Factor and Gastric Parietal Cells Antigen H+/K+ ATPase

Background: Pernicious anaemia is an autoimmune disease that causes acquired vitamin B
deficiency. The diagnostic process includes the detection of typical changes in the blood count,
low serum levels of vitamin B ,, endoscopic and histological signs of gastritis and autoantibodies
against the gastric parietal cells antigen H+/K+ ATPase and intrinsic factor.

Objective: Our aims were to establish immunological tests for the detection of autoantibodies
against intrinsic factor and target gastric parietal cell antigen H+/K+ ATPase and to evaluate their
diagnostic benefits in patients with pernicious anaemia.

Material and Methods: Sera from 95 patients were tested for autoantibodies against H+/ K+ ATPase
and intrinsic factor by multiplex Luminex assay. The results were compared with those of the
immunofluorescence assay for the detection of autoantibodies against gastric parietal cells and
with the diagnostic criteria.

Results: The autoantibodies against gastric parietal cell H+/K+ ATPase had a sensitivity of 68.2%
with a specificity of 91.7% for the diagnosis of pernicious anaemia. The respective rates for the
autoantibodies against intrinsic factor were 40.9% and 98.6%. The combined sensitivity and
specificity rates for both autoantibodies were 86.36% and 90.28%, respectively, the combined
positive predictive value was 73.08% and the combined negative predictive value was 95.59%.
Conclusion: The detection of both autoantibodies is helpful in diagnosing pernicious anaemia and
the combination of the two assays increases diagnostic sensitivity.

Key words: pernicious anaemia — autoimmune gastritis - intrinsic factor - parietal cells.
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Uvod

Perniciézni anémie je chronické onemocnéni
s nedostate¢nym vstfebavanim vitaminu B _,, aso-
ciované s chronickou atrofickou gastritidou, auto-
imunitniho ptvodu.

Incidence je odhadovana na 0,1%. Vyskyt stou-
pa s vékem, v populaci nad 60 let na 2% [4], u Zen
je o néco castéjsi nez u muza (pomér 1,5 : 1), vys-
§i je téz v oblasti Skandinavie a u narodua s kelt-
skymi predky [13].

Projevuje se megaloblastovou anémii, ktera se
rozviji velmi pomalu, pramérné s latenci 20-30
let od pocatku choroby, s priznaky slabosti, inav-
nosti, dusnosti a buSenim srdce. Vedle postizeni
krvetvorby ma komplikace neurologické v podobé
postiZzeni zadnich mi$nich provazct s poruchou
vibraéniho a polohového ¢iti, nestabilitou,
v pokroc¢ilém stadiu jsou mozné i pamétové zmé-
ny a deprese. Typickym piiznakem je paleni jazy-
ka, ktery je rudy a vyhlazeny — Hunterova glosi-
tida [13].

V patogenezi se poji autoimunitni zanét
v oblasti téla a fundu zaludku vedouci k destruk-
ci parietalnich bunék s autoimunitni reakei vaéci
vnitinimu faktoru. Teréovym antigenem protila-
tek i CD4 T-lymfocytd na parietalnich burkach je
H+/K+ATPaza [9, 15]. Spous$técim faktorem
autoimunitni reakce muze byt infekce Helicobac-
ter pylori [7, 14]. Nasledkem je autoimunitni
gastritida a nedostate¢na tvorba kyseliny chloro-
vodikové, achlorhydrie. Nedostateéna zaludecéni
kyselost umoznuje piertstani bakterii v tenkém
strevé, muze vést k malabsorpci a prajmam. Dale
vede ke zvySeni produkce hormonu gastrinu
a tim zvyS$uje riziko vzniku hormonalné aktivni-
ho nadoru zazivaciho traktu — karcinoidu. U ¢as-
ti pacientu dochazi k intestinalni metaplazii
a trojnasobnému zvysSeni rizika adenokarcinomu
zaludku [2, 6, 8, 10]. Vnitini faktor je 60 kD gly-
koprotein produkovany parietalnimi bunikami
zaludku nutny po vzajemné vazbé ke vstiebava-
ni vitaminu B,, v terminalnim ileu. Malabsorpce
vitaminu B, , je nasledkem absolutniho (nedosta-
te¢na tvorba vlivem poskozeni parietalnich
bunék) nebo funkéniho nedostatku vnitiniho fak-
toru (imunitni reakce vaéi vnitfnimu faktoru)
[13]. Protilatky proti vnitinimu faktoru jsou dvo-
jiho typu. Typ I blokuje vazebné misto pro vita-
min B,, a znemozZiiuje jeho navazani [15]. Typ II
se vaze na vnitini faktor v jiném misté a brani
vazbé komplexu vnitini faktor-vitamin B, na
vazebné misto v terminalnim ileu. Vysledkem je
deficit vitaminu B,  a konsekventni porucha
krvetvorby — megaloblastova piestavba kostni
diené, v periferni krvi makrocytarni anémie,
hypersegmentace jader neutrofila [13].

—h-

Diagnostika perniciézni anémie zahrnuje typic-
ké zmény v krevnim obraze, pro prikaz poruchy
vstiebavani byl jako zlaty standard pouzivan
Schillingtiv test. Intramuskularné podany vita-
min B, vysyti receptory ve tkéanich. Potom se
poda radionuklidem znaceny vitamin B , peroral-
né. Pfi neporusSeném vstiebavani se radioaktivni
vitamin z velké ¢asti vylouci moci, v opaéném pii-
padé stolici [13]. Dostupnost tohoto funkéniho
testu je v soucasné dobé velmi omezena. K dia-
gnostice deficitu lze pouzit stanoveni v periferni
krvi (vitamin B, nebo jeho aktivni metabolit
holotranskobalamin). Typick4 je sniZena hladina
sérového pepsinogenu a zvySena hladina sérové-
ho gastrinu. Citlivym, a¢ nespecifickym ukazate-
lem deficitu vitaminu B, je téZ zvySena hladina
homocysteinu v plazmé. Autoimunitni atroficka
gastritida se prokazuje endoskopickym vysSetie-
nim a histologicky, k prukazu achlorhydrie se
pouziva barveni Kongo ferveni p¥i endoskopii.
Imunologické vySetieni umoznuje stanovit auto-
protilatky v periferni krvi. Protilatky proti parie-
talnim bunkam se prokazuji nepfimou imunoflu-
orescenci na fezu krysim Zaludkem, protilatky
proti ter¢ovému antigenu — H+/K+ATPaze lze sta-
novit metodou ELISA nebo luminex (multiplexo-
va imunoesej na mikrosférickych partikulich
s fluorescen¢ni detekcei). Byvaji ptitomny u 90 %
pacienta [15]. Protilatky proti vnitfnimu faktoru
Ize stanovit metodami ELISA, imunochemilumi-
niscenci (napf. na analyzatoru Access) nebo lumi-
nexovou analyzou. VétSina dostupnych diagnos-
tickych souprav stanovuje protilatky proti
vnitinimu faktoru typu I, vyskytuji se u cca 70 %
pacienta [3, 5]. Obé autoprotilatky jsou téz pri-
tomny u blizkych ptibuznych a 2—-10 % zdravych
lidi, vyskyt stoupa s vékem. Perniciézni anémie
muzZe provazet dalsi organové specifické a systé-
mové autoimunitni choroby jako Hashimotovu
tyroiditidu, Graves-Basedowovu tyreotoxikézu,
inzulin dependentni diabetes mellitus, hypopara-
tyreoidismus, polyglandularni syndromy, Sjogre-
nuv syndrom, revmatoidni artritidu, myastenii
gravis. U téchto chorob je rovnéz vyssi asympto-
maticky vyskyt autoprotilatek proti parietalnim
buitkam [1, 12, 14, 15].

Lécba perniciézni anémie spociva v pravidelné
substituci vitaminu B, ,, obvykle intramuskularni
cestou. Prognoéza pii 1é¢bé je piizniva, dochazi
k plné normalizaci krvetvorby [13]. Pfetrvava
mirné zvySené riziko tumoru Zaludku a nasledky
achlorhydrie v podobé piertstani bakterii ve vys-
ich etazich stieva.

Cil prace

Cilem prace bylo rozsifit vySetfeni autoprotila-
tek proti parietalnim bunkam v diagnostice per-
niciézni anémie o protilatky proti vnitinimu fak-
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toru a terovému antigenu parietalnich bunék
H+/K+ ATPéaze a ovérit jejich piinos. Ve vzorcich
pacientti rutinné odebranych na vySetieni proti-
latek proti parietalnim bunkam nep#imou imu-
nofluorescenci byly stanoveny protilatky proti
vnitfnimu faktoru a H/K" ATPAaze parietalnich
bunék luminexovou metodou. Retrospektivni
analyzou byly vysledky dale zpracovany statis-
ticky, porovnana shoda prukazu autoprotilatek
pouzitymi metodami navzajem, zhodnocena sen-
zitivita a specificita vySetieni jednotlivych auto-
protilatek pro diagnostiku perniciézni anémie
a srovnana s dalSimi laboratornimi markery
(makrocytéza, nizka hladina vitaminu B12). Dale
byl sledovan souhlas novych laboratornich testu
s histologickym nalezem u pacienta gastrosko-
picky vysSettfenych.

Material a metoda

Soubor tvoii pacienti z hematologické, metabolické, imuno-
logické a gastroenterologické ambulance odeslani na vySetieni
protilatek proti parietalnim burikdm v imunologické laborato-
1. Duvody k vySetteni byly: diferencidlni diagnostika anémie,
hyperhomocysteinémie, syndrom tnavy a chronicka gastritida.
Vysetteno bylo celkem 95 vzorku (62 Zen, 33 muzu, vék 10-92
let) na protilatky proti parietdlnim bunikdm nepiimou imuno-
fluorescenci, na protilatky proti vnitinimu faktoru a proti
H+/K+ ATPaze parietalnich bunék luminexovou metodou. Ret-
rospektivné byly zhodnoceny vysledky a dalsi soubézné ¢i dii-
ve stanovené parametry: maximalni objem erytrocyta v krev-
nim obraze (91 pacientl) a minimalni hladina aktivniho
metabolitu vitaminu B, , — holotranskobalaminu (57 pacientt).
Gastroskopicky bylo vySetieno 29 pacientt naseho souboru.

Stanoveni protilatek proti vnitinimu faktoru a H+/K+
ATPaze parietalnich bunék bylo provedeno multiplexovou
luminexovou metodou (diagnosticka souprava FIDIS Gastric
firmy BMD). Principem metody je pouziti 2 typt ¢astic s nava-
zanymi antigeny vnitiniho faktoru a H+/K+ ATPazy. Castice
jsou odlisitelné cervenym laserem. V prvni fazi se inkubuji
Gastice s vySetfovanym sérem. Pti pfitomnosti pacientovych
protilatek proti navazanym antigentim se tyto ze séra navazi
na Castice, zbytek séra je pii promyvani odstranén. Poté jsou
castice inkubovany se sekundarni protilatkou proti lidskému
imunoglobulinu G konjugovanou s fluorochromem, ktery je
detekovatelny zelenym laserem. Nakonec ptistroj FIDIS firmy
BMD na principu priutokové cytometrie kvantifikuje autopro-
tilatky na ¢asticich. Hranice pozitivity je 40 AU/ml, vysledek
30-40 AU/ml je hraniéni (Sed4a zona), vysledek < 30 AU/ml je
hodnocen jako negativni.

Stanoveni protilatek proti parietalnim burikam Zzaludku
bylo provedeno ze séra metodou nepfimé imunofluorescence
na kombinaci feztu krysim zaludkem, jatry a ledvinou (dia-
gnosticka souprava firmy BioSystems) s kvalitativnim odec-
tem (pozitivni nebo negativni) ve fluorescenénim mikroskopu
Olympus AX70.

Krevni obraz a objem erytrocytt byl stanoven hematologic-
kym analyzatorem Advia 2120 firmy Bayer.

Hladina holotranscobalaminu byla stanovena metodou fluo-
rescen¢ni imunoeseje (FPIA) diagnostickou soupravou Axim
Active B12 Reagent Pack na ptistroji AxSYM firmy Abbott.

Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci software
Medcalc (Belgie), verze 9.6.

—h-

Vysledky

7Z celkem 95 vySetfenych vzorku jsme prokaza-
li pritomnost protilatek proti parietalnim bun-
kam nepfimou imunofluorescenci u 28 pacienta.
Pritomnost protilatek proti H+/K+ ATPaze parie-
talnich bunék luminexovou metodou jsme zazna-
menali u 24 pacientt, suspektni pritomnost u 1
pacienta (vysledek v Sedé z6né). P¥itomnost proti-
latek proti vnitfnimu faktoru luminexovou meto-
dou jsme nalezli u 11 pacientt, u dalsich 3 paci-
entd byla suspektni (Sed4a zona). Pro vzajemné
porovnani metod byly hraniéni vysledky piitaze-
ny k pozitivnim.

Porovnani metod navzajem

Porovnani vysledkt protilatek proti parietal-
nim bunkam (nepiima imunofluorescence, kvali-
tativni hodnoceni) a proti jejich cilovému antige-
nu H+/K+ ATPaze (luminexovd metoda,
kvantitativni hodnoceni): souhlas obou metod byl
nalezen u 86 vzorku (90,5 %). Diskrepantni nalez
zastiZzen u 9 vzorku (9,5 %), z toho 6krat pozitivni
protilatky proti parietalnim bunkam pfi negativ-
nim vysledku protilatek proti H+/K+ ATPaze
(6,3 %) a 3krat pozitivni protilatky proti H+/K+
ATPaze pii negativnim vysledku neptimé fluores-
cence (3,2 %).

Porovnani vysledkt protilatek proti parietal-
nim bunkam nepfimou imunofluorescenci a proti-
latek proti vnitfnimu faktoru luminexovou meto-
dou: 69krat shoda (72,6 %), 26krat nesouhlas
(27,4 %).

Porovnani protilatek proti vnitinimu faktoru
a H+/K+ ATPaze luminexovou metodou: 75krat
shoda (78,9 %), 20krat nesouhlas (21 %). Korela-
ce metod je statisticky vyznamna, r = 0,4622,
p < 0,0001.

Porovnani metod s diagnézou

Diagnéza perniciézni anémie byla na zakladé
zhodnoceni klinického priabéhu a vysledkt labo-
ratornich a dalSich vySetieni potvrzena u 22 pa-
cientd z naseho souboru, nepotvrzena u 72 pa-
cientti a nehodnocena pro nedostatek tdaja u 1
pacienta. Tento 1 pacient je z dalsiho zpracovani
vyfrazen. Charakteristika souboru pacienta je
uvedena v tabulce 1, vysledky jsou znazornény
v grafech 1 a 2.

VySetieni protilatek proti parietalnim bun-
kam nepiimou imunofluorescenci mélo v nasem
souboru senzitivitu 77,27 %, specificitu 86,11 %,
pozitivni prediktivni hodnotu 62,96 % a negativni
prediktivni hodnotu 92,54 %.

Vysetieni protilatek proti teréovému antige-
nu parietalnich bunék H+/K+ ATPaze luminexo-
vou metodou: v nasem souboru byla zjisténa sen-
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Tab. 1. Charakteristika soubort podle diagnoézy

—h-

Table 1. Detection of anti-H+/K+ ATPase and anti-intrinsic factor autoantibodies by diagnosis

Anti-pariet. Anti-H+/K+ Anti-H+/K+ Anti-intrinsic | Anti-intrinsic
Diagnéza n bunky IF ATPaza ATPaza faktor faktor
poz/neg rozsah median rozsah median
Perniciéozni anémie 22 17/5 0-212 87,5 0-275 23,5
Jiné diagnoézy 72 10/ 62 0-233 0 0-110 4

Vysledky luminexové metody uvedeny v AU/ml. Vysledky neptimé imunfluorescence uvedeny v poétech pozitivnich a negativ-
nich vysledk.

Results of the multiplex Luminex assays are given in AU/ml. Results of the immunofluorescence assay are given as the positi-
vity to negativity ratio.

Porovnani hodnot anti-H+/K+ATPazy (AU/ml) -per.anémie vs.jiné dg.
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Graf 1. Porovnani vysledku protilatek proti H+/K+ ATPaze u pacientt s perniciézni anémii a u pacientu s jinou diagnézou

Fig. 1. Levels of anti-H+/K+ ATPase antibodies in patients with pernicious anaemia and other diagnoses

Porovnani hodnot anti-vnitrni faktor (AU/ml) - per.anémie vs. jiné dg.
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Graf 2. Porovnani vysledkt protilatek proti vnitinimu faktoru u pacientt s perniciézni anémii a u pacientu s jinou diagnézou

Fig. 2. Levels of anti-intrinsic factor antibodies in patients with pernicious anaemia and other diagnoses
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Graf 3. ROC kiivka pro protilatky proti H+/K+ ATPaze

Fig. 3. ROC curve for anti-H+/K+ ATPase antibodies

zitivita 68,2 % a specificita 91,7 %, pozitivni pre-
diktivni hodnota 70,83 % a negativni prediktivni
hodnota 92,86 % pro vyrobcem doporucéenou hod-
notu cut-off 40 AU/ml. Optimalni vypocitana hod-
nota cut-off je 23 AU/ml (senzitivita 81,8%, speci-
ficita 88,9%), plocha pod kiivkou je 0,889. ROC
kiivka je v grafu 3.

VySetieni protilatek proti vnitinimu fakto-
ru luminexovou metodou: pro vyrobcem doporu-
¢enou hodnotu cut-off (40 AU/ml) je v naSem sou-
boru senzitivita 40,9 %, specificita 98,6 %,
pozitivni prediktivni hodnota 76,92 % a negativni
prediktivni hodnota 85,19 %. Pro nas soubor je
optimalni vypocitana hodnota cut-off 17 AU/ml
(senzitivita 59,1 %, specificita 93,1 %), plocha pod
kiivkou je 0,754. ROC krivka je v grafu 4.

Senzitivita pro kombinaci vySetieni protilatek
proti vnitfnimu faktoru a H+/K+ ATPaze (poziti-
vita alespon jedné autoprotilatky) byla v nasem
souboru 86,36 %, specificita 90,28 %, pozitivni
prediktivni hodnota 73,08 % a negativni predik-
tivni hodnota 95,59 %.

Piinos dalSich laboratornich parametra pro
stanoveni diagnézy byl hodnocen dale pro maxi-
malni objem erytrocytt a minimalni hladinu aktiv-
niho metabolitu vitaminu B, ,, holotranskobalami-
nu. Objem erytrocytu statisticky zpracovan u 90
pacient z naseho souboru, z nich 22 s diagnézou
perniciézni anémie, u 68 tato diagnéza nebyla
potvrzena. Pro tento soubor je optimalni vypocita-
n4 hodnota cut-off 97,6 m® (senzitivita 63,6 %, spe-
cificita 86,8 %), plocha pod kiivkou 0,769. Hladina
holotranskobalaminu vySetiena u 55 pacientu
naseho souboru, z toho bylo 22 s diagnézou perni-
ciozni anémie a 33 pacientt bez perniciézni ané-

—h-
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Graf 4. ROC kiivka pro protilatky proti vnitinimu faktoru

Fig. 4. ROC curve for anti-intrinsic factor antibodies

mie. Pro tento soubor je optimélni vypocitana hod-
nota cut-off 17 pmol/l (senzitivita 81,8 %, specifici-
ta 93,9 %), plocha pod ktivkou 0,867.
Gastroskopické vysetieni bylo provedeno
u 29 pacientt z naseho souboru, z toho 23 paci-
entth mélo prokazano makro- ¢ mikroskopické
znamky zanétu a 6 pacientt meélo normalni
nalez. Patologické nalezy obvykle nebyly dosta-
teéné informativni k odliSeni etiologie p#itomné
gastritidy, jelikoZz indikace vySetfeni zaludku
a jeho nacasovani byly rtznorodé. Variabilni
byla pritomnost Helicobacter pylori a jen u malé
¢asti byl proveden test s Kongo éerveni k priaka-
zu achlorhydrie. Jelikoz soucasti autoimunitni
gastritidy je pritomnost protilatek proti parie-
talnim bunkam a tercovym antigenem je H+/K+
ATPaza, hodnotili jsme pi¥itomnost téchto proti-
latek v kontextu gastroskopického nalezu. Vsech
6 pacientt s norméalnim nalezem v Zaludku mélo
negativni protilatky proti H+/K+ ATPaze (100%
shoda), u 23 patologickych gastroskopickych
nalezu byly protilatky proti ATPaze pritomny
u 52 % (12 pacientd) a neprokazany u 48 %
(11 pacientt). Vsichni pacienti s pozitivnimi pro-
tilatkami proti H+/K+ ATPaze (12) méli znamky
gastritidy v endoskopickém vySetieni (100 %).
Obdobné jsme provedli hodnoceni pro protilatky
proti vnitfnimu faktoru: vSech 6 pacientt s nor-
malnim nélezem zaludku mélo negativni proti-
latky proti vnitinimu faktoru (100 %), z 23 pato-
logickych  gastroskopickych néalezt byly
protilatky proti vnitinimu faktoru piitomny
u 34,8 % (8 pacienttl)) a neptitomny u 65,2 %
(15 pacientt). Vsichni pacienti s pozitivnimi pro-
tilatkami proti vnitinimu faktoru (8) méli pato-
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logicky Zaludec¢ni nalez (100 %). Podle o¢ekavani
byly u pacientd s patologickym nalezem v zalud-
ku castéjsi protilatky proti H+/K+ ATPaze (vice
neZ polovina p¥ipada) nez protilatky proti vniti-
nimu faktoru (asi tfetina pfipadt v nasem sou-
boru).

Diskuse

Imunologicka diagnostika perniciézni anémie
je tradiéné zastoupena detekci protilatek proti
parietalnim burikkdm nep¥imou imunofluorescen-
ci. Toto vySetfeni je prinosné, ale ma nékteré
nevyhody:

a) nepostihuje protilatky proti vnitfnimu faktoru,
které jsou vyznamnym patogenetickym faktorem;
b) odecet je zavisly na zkuSenosti odecitajiciho
pracovnika;

¢) u malé ¢asti pacientt znemoznuje spravné hod-
noceni soubézna pritomnost protilatek proti mito-
chondriim, ktera by pii nevhodné volené kombi-
naci substratu (chybéni ledvin) mohla vést
i k fale$Sné pozitivnimu hodnoceni u pacientt
s primarni biliarni cirhézou.

Luminexova metoda soubézného stanoveni pro-
tilatek proti vnitfnimu faktoru a zaroven teréové-
mu antigenu parietalnich bunék zaludku H+/K+
ATPéaze piinasi vyhody multiplexovych metod —
uspora mnozstvi vzorku, reagencii, ¢asu a ceny
vySetfeni, umoznuje automatizované provedeni
a nevyzaduje specialni erudici laboratorniho per-
sonalu.

Detekce protilatek proti vnitfnimu faktoru, jez
jsou soucasti patogenetického mechanismu cho-
roby, je nepochybnym piinosem pro diagnostiku,
coz potvrzuji i nase vysledky. VySetfeni ma vyso-
kou specificitu (98,6 %) a nizsi senzitivitu (v
nasSem souboru 40,9 %). Senzitivita i specificita
obou luminexovych metod v nasem souboru odpo-
vida vysledktim ostatnich autort [11, 14, 15].
Stanoveni protilatek proti teréovému antigenu
parietalnich bunék — H+/K+ ATPaze odstranuje
nékteré nedostatky nepfimé fluorescence,
v naSem souboru to potvrzuje vyssi specificita
(91,7 %) a vyssi pozitivni prediktivni hodnota
(70,83 %). Senzitivita protilatek proti H+/K+
ATPaze (68,2 %) je v naSem souboru nizsi nez
senzitivita nepfimé imunofluorescence. Teprve
pridame-li k pozitivnim vysledkim i vysledky
hraniéni (cut-off 30 AU/ml), bude senzitivita stej-
na (77,27 %), pro optimalni cut-off dle ROC kiiv-
ky by byla pro protilatky proti teréovému antige-
nu vys$s§i (81,8 %). U obou luminexovych metod je
v naSem souboru zietelny trend vyznamnosti
1 nizsich hodnot, coz ukazuji obé ROC ktivky. Pri-
nejmensim je tiFeba pii hodnoceni piihlizet
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i k hraniénim vysledktum. Nejvyhodné&jsi je kom-
binace obou vySetifeni — protilatek proti vnit¥ni-
mu faktoru a proti teréovému antigenu parietal-
nich bunék zaludku - H+/K+ ATPaze. Tento
postup zvySuje senzitivitu (v naSem souboru na
86 % pro doporucené cut-off obou autoprotilatek
40 AU/ml), nebot ne vSichni pacienti maji sou-
bézné obé autoprotilatky. Tyto nalezy se shoduji
s literarnimi [3].

P#itomnost protilatek proti H+/K+ ATPaze
1 vnitfnimu faktoru je silné asociovan s gastriti-
dou (v nasem souboru 100 %), v souladu s litera-
turou [11]. Pozitivni nalez by mél byt ovéien gast-
roskopicky i1 u pacientt bez jakychkoli zazivacich
potizi.

Uréitym omezenim nasi studie je vybér paci-
entl, ,naifedéni“ souboru jinymi typy anémii
(mikrocytarnimi), dalsimi diagnézami (jiné pti-
¢iny tunavového syndromu, viedova choroba
gastroduodena apod.), coZz je dano zejména
retrospektivnim charakterem prace. Rovnéz
nacasovani odbéru pacientt s diagnézou perni-
ciézni anémie nebylo stejné — razné stadium
nemoci a 16¢by. Casteéné jsme to zohlednili ve
vybéru minimélnich hodnot vitaminu B,
a maximdalnich hodnot objemu erytrocytu, jeli-
koz tyto hodnoty se po zahajeni 1écby rychle
normalizuji. Pro pfesné hodnoceni ptinosu téch-
to vySetieni k diagnostice perniciézni anémie
jsou nutnéa prospektivni data s éasovanim odbé-
ru v dobé stanoveni diagnézy pred zahajenim
lé¢by, coz v nasem souboru nemohlo byt zabez-
peceno. Uvedené senzitivity a specificity objemu
erytrocytt a hladin holotranskobalaminu jsou
proto orientaéni a predpokladame jejich vyssi
hodnoty p#i spravném nacasovani vySetfeni.
Piitomnost autoprotilatek obvykle piedchazi
rozvoj nemoci a pretrvava déle, takze na jejich
vysledky by tato nejednotnost neméla mit
vyznamny vliv.

Zavér

Rozsiieni spektra autoprotilatek o vySetieni
protilatek proti vnitfnimu faktoru a cilovému
antigenu parietalnich bunék zaludku H+/K+
ATPaze zlepSuje diagnostiku perniciézni ané-
mie. Protilatky proti H+/K+ ATPaze maji vyso-
kou senzitivitu pii velmi dobré specificité, proti-
latky proti vnitfnimu faktoru maji velmi
vysokou specificitu pii niz$i senzitivité. Jejich
kombinace je tedy vhodnym néastrojem v diferen-
cialni diagnostice perniciézni anémie. Kone¢né
stanoveni diagnézy musi byt vzdy komplexni
a musi spojovat vysledky klinickych a laborator-
nich vySetfeni.
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