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POVZETEK

Kroni¢na vnetna ¢revesna bolezen predstavlja eno po-
membnejsih gastrointestinalnih bolezni, ki prizadene tako
otroke kot odrasle. Njena pojavnost in pogostnost v svetu
z leti strmo narasca. Zanjo je znacilen kompleksen vne-
tni imunski odziv, ki vodi do bolezenskih simptomov in
patoloskih vnetnih sprememb v ¢revesju. Za Crohnovo
bolezen in ulcerozni kolitis kot pomembni obliki kronic-
ne vnetne ¢revesne bolezni so znacilna obdobja aktivnih
(vnetnih) in neaktivnih (nevnetnih) potekov bolezni. Pri
odkrivanju, oceni stanja in spremljanju kroni¢ne vnetne
¢revesne bolezni je zato pomembno uporabiti vse razpo-
lozljive diagnosti¢ne moznosti, vklju¢no z anamnezo bol-
nika, neinvazivno in invazivno diagnostiko (endoskopija)
ter izsledke histoloskih analiz. Med pomembne neinva-
zivne metode odkrivanja in spremljanja kroni¢ne vne-
tne ¢revesne bolezni sodi dolocanje kalprotektina v bla-
tu, bioloskega oznacevalca vnetnega procesa v ¢revesni
sluznici, ki dobro sovpada z izvidi endoskopije in histolo-
gije. Prav tako omogoca razlikovanje organskih gastroin-
testinalnih bolezni, kot je kroni¢na vnetna ¢revesna bole-
zen, od funkcionalnih gastrointestinalnih bolezni, kot je
sindrom razdrazljivega crevesja, ki jih povezujejo sorodni
znaki in simptomi. Je pomembno orodje za oceno aktiv-
nosti bolezni ter odgovora na zdravljenje in za napoved
ponovitve bolezni. Njegove velike prednosti so neinva-
zivnost in enostavnost dolocanja, dobra stabilnost v vzor-
cih blata ter dobra ponovljivost in nizka cena metod do-
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lo¢anja oziroma testov. Za ustrezno pridobljene rezultate
in njihovo interpretacijo je pomembno poznati in uposte-
vati mozne predanaliticne, analiti¢ne in poanaliti¢ne de-
javnike, ki lahko vplivajo na izmerjene vrednosti koncen-
tracij in diagnosti¢no vrednost kalprotektina.

Kljuéne besede: kroni¢na vnetna crevesna bolezen, bi-
oloski oznacevalec, kalprotektin, blato

ABSTRACT

Chronic inflammatory bowel disease is one of the most
important gastrointestinal diseases affecting both children
and adults. Its incidence and prevalence has increased
worldwide in the years. It is characterized by a complex
inflammatory immune response that leads to characteris-
tic symptoms and pathological inflammatory changes in
the intestine. Crohn’s disease and ulcerative colitis as ma-
jor forms of chronic inflammatory bowel disease are char-
acterised by phases of active (inflammatory) and inactive
(non-inflammatory) disease courses. In the diagnosis, as-
sessment and monitoring of chronic inflammatory bowel
disease, it is therefore essential to use all available diagnos-
tic options, including the patient’s history, non-invasive and
nvasive imaging diagnostics (endoscopy), and the results of
histological analyzes. One of the most important non-inva-
sive methods for detecting and monitoring chronic inflam-
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matory bowel disease is the determination of calprotectin
in stool, a biomarker for the inflammatory process in the
intestinal mucosa that correlates well with endoscopic and
histological findings. It also enables the differentiation of
organic gastrointestinal diseases such as chronic inflam-
matory bowel disease from functional gastrointestinal dis-
eases such as irritable bowel syndrome, which are associ-
ated with similar signs and symptoms. It is an important
tool for assessing disease activity and response to therapy
as well as predicting disease recurrence. Its main advan-
tages are the non-invasive and simple determination, the
good stability in stool samples as well as the good repro-
ducibility and the low cost of the determination/test meth-
ods. In order to obtain and correctly interpret the results,
it is important to know and consider possible pre-analyti-
cal, analytical and post-analytical factors that may influ-
ence the measured concentration values and the diagnos-
tic value of calprotectin.

Keywords: inflammatory bowel disease, biomarker, cal-
protectin, stool

UvoD

Kroni¢na vnetna ¢revesna bolezen (KVCB) je kroni¢na bo-
lezen, ki prizadene sluznico in steno ¢revesja ter v sodob-
nem casu predstavlja eno pomembnejsih gastrointestinal-
nih bolezni. Znacilna je predvsem za razviti svet. Njena
pogostnost in pojavnost z leti narascata, Se posebej v hit-
ro se razvijajocih se in industrializiranih drzavah, ki so v
preteklosti belezile nizko pojavnost te bolezni (1, 2). Poja-
vlja se tako pri otrocih kot pri odraslih, pri ¢emer jo naj-
pogosteje odkrijemo v obdobju med 15. in 30. letom sta-
rosti. Kar 20-25 % vseh KVCB se pojavi v otro$tvu ali
adolescenci (<20 let) (2—4). V svetu, po do zdaj znanih po-
datkih, za to boleznijo oboleva okoli 4,9 milijona ljudi, pri
cemer sta tako prevalenca kot incidenca odvisni od geo-
grafske regije, drzave in njene razvitosti (2—6). Nase epi-
demioloske raziskave so pokazale, da je pojavnost KVCB
v Sloveniji primerljiva z drugimi razvitimi zahodnoevrop-
skimi drzavami. V Evropi je prevalenca KVCB okvirno
187-832/100.000 prebivalcev in incidenca 10-46/100.000
odraslih prebivalcev; pri otrocih pa je na novo odkritih
primerov KVCB 10-23/100.000 otrok na leto (4-6). Pre-
valenca kot posledica nizke smrtnosti in kroni¢nosti bo-
lezni zato vztrajno in pocasi narasca.

KVCB najpogosteje spremljajo znacilni simptomi, kot so
bolecine v trebuhu, tezave z odvajanjem blata (zaprtje ali
driska), prisotnost krvi v blatu in izguba telesne teze, bo-
lezen pa v zgodnjem obdobju lahko poteka tudi brez simp-
tomov. Bolniki s KVCB se soo¢ajo z doZivljenjskim spre-
mljanjem in zdravljenjem bolezni (1, 2).

Etiologija KVCB ni povsem pojasnjena, je pa moc¢no v po-
vezavi s sodobnim nacinom zivljenja, prehrano in s stre-
som kot sprozitelji te imunsko pogojene bolezni (1, 7, 8).
Na razvoj bolezni vplivajo dejavniki okolja, mikrobi (tuji
in lastna mikrobiota), genetika in imunski sistem z narav-
no in pridobljeno imunostjo posameznika, ki so med seboj
kompleksno povezani (1, 7, 8). Najbolj splos$no sprejeta te-
orija je, da bolezen pod vplivom razli¢nih okoljskih dejav-
nikov (izpostavljenost antibiotikom, mikrobi, stres, kajenje,
onesnazenost zraka in vode) povzroca nenormalen ali ne-
pravilno uravnan imunski odziv, usmerjen proti ¢revesni
mikrobioti pri genetsko dovzetnih posameznikih. Znano
je, da imajo bolniki s KVCB moteno ali poruseno éreve-
sno mikrobioto, ki se kaze v zmanj$ani raznolikosti in po-
rastu patogenih bakterij (disbioza), kar lahko vodi v vnetje
in poskodovanje Crevesja. Vendar pa ostaja nejasno, ali je ta
disbioza vzrok bolezni ali njena posledica (1, 7). Za KVCB
je znacilno prisoten kompleksen vnetni imunski odziv, pri
katerem se po razlicnih mehanizmih aktivirajo imunske
celice (aktivacija makrofagov, T—celi¢ne poti Thl17, Thl
in Th2), sicer v vlogi in z namenom zascite gostitelja pred
patogenimi povzroditelji in vplivi. Se posebej je opazena
subpopulacija ILC3 (angl. innate Iymphoid cells), priroje-
nih limfoidnih celic, ki producirajo in sproscajo citokine,
znacilne za populacijo Th17 limfocitov pomagalk. Njiho-
ve klju¢ne vloge so obramba pred zunajcelicnimi paraziti
in vzdrzevanje ¢revesne homeostaze, prav tako sodelujejo
v ucinkoviti protimikrobni obrambi s proizvodnjo IL-17 in
1L-22. TLC3 so zaznane v povecani koli¢ini pri bolnikih
s KVCB in jim pripisujejo vlogo pri sproZenju in vzdrze-
vanju vnetnega odziva (1, 7). Zato lahko tudi kakrsne koli
genetske motnje na ravni le-teh in njihova pretirana ak-
tivacija kot motena interakeija z epitelijem in epitelijsko
bariero, ki ji sicer z normalno tvorbo IL-22 pomagajo
vzdrzevati epitelijsko celovitost, vodijo k trajnemu vnetju
in spremembam mikrobiote ter posledicnem razvoju bo-
lezni (7). ILC3 niso »genetski oznacevalec« same po sebi,
vendar so klju¢ni efektorji poti, ki jih uravnavajo stevilni
geni tveganja za KVCB (IL23R, STATS, TYK2, RORC,
FUT?). Genetska predispozicija pogosto deluje prav preko

sprememb v razvoju, signalizaciji ali funkciji teh celic (7). >



Ko se tak$en neustrezen imunski odziv izmuzne iz nad-
zora, kroni¢no vnetje preide v skodljivo stanje, ki se izra-
z1 kot bolezen (1, 7, 8).

Najpomembne;jsi klini¢no prepoznavni podskupini (podti-
pa) KVCB sta Crohnova bolezen (CB) in ulcerozni kolitis
(UK) (1,9, 10). Za obe je znacilno vnetje ¢revesne sluznice,
ki v primeru CB lahko poteka od ust do anusa in prizade-
ne vse strukture crevesne stene, medtem ko pri UC vnetni
proces poteka predvsem na povrsini sluznice in zajema le
debelo ¢revo (1). Za obe obliki so znacilna obdobja aktiv-
nih (vnetnih) in neaktivnih (nevnetnih) potekov bolezni v
prebavilih in zunaj njih (1, 9, 10). Prav tako je v 10-20 %
primerov tezko opredeliti eno od obeh oblik bolezni (1, 9).
Za odkrivanje GB in UC ne obstaja diagnosticna metoda
kot zlati standard, ki bi omogocala pravocasno odkritje
in pravilno opredelitev bolezni. Zato je za prepoznavanje,
oceno stanja in spremljanje KVCB zelo pomembno upo-
rabiti celoten nabor diagnosti¢nih postopkov, vklju¢no z
anamnezo bolnika (prepoznava simptomov), neinvazivne
biokemijske preiskave (krvi in blata), mikrobioloske prei-
skave za izkljucitev bakterijskih okuzb kot povzrociteljev
vnetja, slikovne diagnostike (magnetna resonanca, kom-
pjuterska tomografija, ultrazvok) in invazivne preiskave
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(endoskopija z biopsijo) ter izsledke histoloskih analiz po
opravljeni biopsiji (1, 9, 10). Med pomembne neinvazivne
metode odkrivanja/presejanja in spremljanja KVCB ter
zgodnje prepoznave ponovitve bolezni sodi doloc¢anje pri-
sotnosti kalprotektina v blatu kot bioloskega oznacevalca
vnetnega procesa v ¢revesni sluznici (9-15).

KALPROTEKTIN

Kalprotektin je beljakovina iz druzine proteinov S100, zna-
na tudi kot MRP8/14 in SI00A8/A9, ki se nahaja predvsem
v citoplazmi granulocitov (nevtrofilcih), makrofagov in na
povrsini monocitov (16, 17). S100 protein obsega skupino
vec kot 20 kalcij vezajocih proteinov, za katere je znaci-
len tkivnospecifi¢ni odgovor. Proteini SI00A8 (imenovani
tudi: calgranulin A; mieloid povezani protein 8) in prote-
ini SI00A9 (calgranulin B; MRP14) predstavljajo glavni-
no kalcij vezajocih proteinov v fagocitih. SI00A9 obstaja
v razli¢nih oblikah in skupaj s SI00A8 ob vezavi s kalci-
jem sestavljajo razlicne heterodimere in tetradimere, ki so
poznane z izrazom kalprotektin (17) (Slika 1).

Slika 1: Struktura kalprotektina (povzeto po Korndérfer in sodelavci (17)).

Figure 1: Structure of calprotectin (adapted from Korndérfer et al. (17)).
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Ob vnetnih procesih pride do aktivacije omenjenih imun-
skih celic naravne imunosti in sprosc¢anja kalprotektina kot
obrambnega odgovora na povzrocitelje vnetja z antimi-
krobnim uc¢inkom in sodelovanja pri celjenju nastalih po-
skodb tkiva pri razli¢nih bolezenskih stanjih (pri KVCB,
revmatskih boleznih, bakterijskih, nekaterih parazitskih
okuzbah in pri kolorektalnem raku). Vloga humanega
kalprotektina pri antimikrobnem delovanju je keliranje
metalov (Mn, Fe in Ca) v prisotnih mikrobih, kar onemo-
goci njihovo delovanje (15, 16).

KLINICNI POMEN
DOLOCANJA
KALPROTEKTINA V BLATU

Kalprotektin je pomemben kazalnik vnetja, tako sistem-
skega kot lokalnega, in ga lahko zaznamo in dolo¢amo
v razlicnih bioloskih materialih. Povisane koncentraci-
je kalprotektina v serumu oz. plazmi lahko zaznamo pri
razli¢cnih boleznih (sistemske revmatske bolezni, infekcij-
ske bolezni), kjer je prisoten sistemski vnetni proces z ude-
lezbo omenjenih imunskih celic (15). Posledi¢no je diagno-
sticna vrednost (specificnost) kalprotektina kot bioloskega
oznacevalca KVCB v serumu v primerjavi z dolo¢anjem
in uporabo kalprotektina v blatu manjsa in se zato pri teh
bolnikih kalprotektin v serumu ne doloca.

Ceprav vzroki KVCB $e danes niso ¢isto pojasnjeni, pa so
stevilne raziskave omogocile boljse razumevanje nastanka
bolezni, odkrivanja in spremljanja teh bolnikov. Doseda-
nje poznavanje patogeneze KVCB vklju¢uje spoznanje o
medsebojnem vplivu genov, okolja in imunskega sistema.
Prisotni vnetni procesi vkljuc¢ujejo mehanizme prirojene in
pridobljene imunosti in vplivajo na patoloske spremembe
c¢revesne sluznice (1, 7). Bioloska zdravila, usmerjena pro-
ti citokinom, kot je dejavnik tumorske nekroze a (angl. tu-
mor necrosis factor o, TNFo), ki se spros¢a iz monocitov
in makrofagov, ublazijo klini¢ni potek bolezni KVCB, kar
kaze, da so fagociti klju¢ni v patofiziologiji bolezni (15, 16).

Razli¢ni sprozitelji vnetja, kot so citokini (npr. interlevkin

(IL) -1) ali bakterijski produkti (lipopolisaharidi), aktivirajo
nevtrofilce, monocite in ¢revesne epitelne celice. S tem sti-
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mulirajo specifi¢no izlocanje SI00A8/S100A9 (kalprotek-
tina) ze med zacetno fazo KVCB. Zlasti SI00A8/S100A9,
ki jih izlocajo epitelne celice, lahko prispevajo k povisani
koncentraciji kalprotektina v blatu ze v zacetni fazi KVCB.
Vzporedno S1I00A8/S100A9 tudi sprozijo pozitiven meha-
nizem aktivacije makrofagov preko interakeije z receptor-
jem 4 (angl. tool like receptor 4, TLR4) ter endotelnih celic
preko doslej neidentificiranega receptorja, kar povzroca
ekspresijo endotelnih adezijskih molekul in pospesuje lev-
kocite, da migrirajo in vhamejo crevesno tkivo. Aktivacija
TLR4 na nevtrofilcih poveca vnetje s sproscanjem citoki-
nov (IL-1, TNF0) in reaktivira kisikove molekule (1, 15, 16).

Zato kalprotektin s proteinskimi molekulami SI00A8/
S100A9 odraza vnetni odgovor imunskega sistema pri
KVCB. Prav tako se pri vnetni aktivaciji granulocitov
sprostijo proteini SI00A12, ki dodatno stimulirajo akti-
vacijo granulocitov, kar vodi do sprosc¢anja citokinov, kot
so IL-1 in TNFa, in posledicno do dodatnega sproscanja
S100A12 iz granulocitov ¢revesne sluznice. Zato protein
S100A12, ki prav tako veze kalcij, baker in cink, uravnava
vnetje in imunski odziv ter se je v raziskavah potrdil kot
visoko obcutljiv in specificen oznacevalec za ugotavljanje
granulocitne aktivacije pri KVCB (1, 15, 16).

Dolocanje kalprotektina v blatu je zaradi dokazane ne-
posredne povezave z vnetnim procesom v ¢revesju po-
membnejse za odkrivanje in spremljanje KVCB kot njego-
vo doloc¢anje v serumu. Pri KVCB in ob prisotnem vnetju
¢revesne sluznice pride, poleg omenjenega sproscanja kal-
protektina iz granulocitov, tudi do povecane prepustnosti
¢revesne sluznice zaradi vnetja in dodatnega prehajanja
nevtrofilcev, makrofagov in monocitov v tkivo gastroin-
testinalnega trakta (GI'T), zaradi ¢esar pride do dodatne-
ga povecanega sprosc¢anja kalprotektina v lumen crevesja
in v blato (1, 15, 16).

Koncentracija kalprotektina v blatu kaze dobro korelaci-
jo s crevesnim vnetjem (aktivnostjo bolezni) in izsledki en-
doskopskih in histoloskih preiskav (Slika 2) (18-23). Zato
omogoca pomembno razlikovanje KVCB od sindroma
razdrazljivega crevesja (angl. inflammatory bowel syndro-
me, IBS) in od drugih boleznih GI'T brez prisotnega vnetja
¢revesne stene in sluznice, in sicer pri enakih ali podobnih
simptomih. KVCB je zaradi vnetja ¢revesne stene organ-
ska bolezen, medtem ko ima IBS funkcionalno patologijo
zaradi motenj gibljivosti ¢revesja kot posledica najpogo-
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steje psthi¢nih vzrokov (stres) (9, 10). Rezultati meta-ana-
lize, ki je zajemala 25 raziskav s skupno vklju¢enimi 2822
bolniki s KVCB, so pokazali, da je ob upostevani mejni
vrednosti 50 pg/g diagnosticna obcutljivost kalprotektina
85 %, njegova diagnosticna specificnost 75 % ter povrsina
pod krivuljo ROC (angl. receiver operating characteristic
curve), ki prikazuje razmerje med resnicno in lazno pozi-
tivnimi rezultati pri razli¢nih mejnih vrednostih klasifi-
kacijskega modela in je podana s kratico AUC (angl. area
under the curve ) 0,88. Dodatno so ugotovili, da je nje-
gova diagnosticna vrednost pri UC $e visja (obcutljivost
87,3 % in specificnost 77,1 %) (21). Njegova diagnosticna
vrednost je pri UC vi§ja, ker je vnetje omejeno na kolon
in prihaja do intenzivnejse aktivnosti granulocitov na po-
vrsini sluznice in neposrednega prehoda kalprotektina v
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blato, medtem ko je pri CB vnetni proces lahko pri dolo-
¢enih podtipih omejen le na tanko ¢revo in v globino ce-
licne stene, kjer je sproscanje kalprotektina zaradi slabse
aktivacije nevtrofilcev in prehoda v blato v manjsem ob-
segu (9, 10, 21). V teh primerih imamo zato lahko lazno
nizko vrednost oznacevalca (kalprotektina v blatu), kljub
prisotnemu vnetnemu procesu.

Zaradi dokazane klini¢ne uporabnosti in odzivnosti na vne-
tni proces v ¢revesju je kalprotektin med bioloskimi ozna-
¢evalci pridobil pomembno vlogo. Tako razli¢ne smernice
priporocajo dolocanje kalprotektina v blatu kot del dia-
gnosticnega postopka za CB in UK ter za njuno spremlja-
nje in zdravljenje (9, 10).

0 500

1000 1500

Koncentracije kalprotektina v blatu (pug/g)

Slika 2: Koncentracije kalprotektina v blatu v odvisnosti od aktivnosti Crohnove bolezni (povzeto po Schoepfer in sodelavci (8)).

Figure 2: Fecal calprotectin concentrations in relation to Crohn’s disease activity (adapted from Schoepfer et al. (8)).
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PREDNOSTI DOLOCANJA
BIOLOSKIH OZNACEVALCEV
(KALPROTEKTINA) V BLATU

Pri ¢revesnih simptomih sta klju¢na zgodnje prepoznava-
nje in lo¢evanje med organskimi vnetnimi boleznimi, kot
je KVCB, in nevnetnimi funkcionalnimi boleznimi, kot
je IBS. Vecina bolnikov s KVCB ima ponavljajoca se ob-
dobja zagona bolezni ali je bolezen ves ¢as aktivna (1, 9,
10). Ponovitve ¢revesnega vnetja je bilo v preteklosti moz-
no ugotoviti le z endoskopijo. Zaradi invazivnosti, potrebe
po pripravi ¢revesa in slabse sprejemljivosti za bolnika, Se
zlasti v populaciji otrok, endoskopija v danasnjem casu ni
najprimernejsa metoda za rutinsko ugotavljanje zagonov.

V ta namen so zato primernejse neinvazivne laboratorij-
ske metode dolocanja obcutljivih bioloskih oznacevalcev v
krvi ali v blatu. Uporaba vnetnih bioloskih oznacevalcev
je Se posebej pomembna v obdobju sicer klinicnega miro-
vanja bolezni, ko je klju¢nega pomena prav zgodnja na-
poved ponovnega zagona bolezni, ki se lahko kaze samo
na molekularni ravni v povisanih koncentracijah biolo-
skih oznacevalcev (kalprotektina) (9-11).

Pomembna laboratorijska vnetna parametra, med dru-
gim tudi za spremljanje vnetja GIT, sta C-reaktivni prote-
in (CRP) in sedimentacija eritrocitov (ESR, angl. erythro-
cyte sedimentation rate), ki ju dolo¢amo iz seruma oz. iz
krvnih vzorcev. Vendar sta znacilno zvisana le v aku-
tnem stanju bolezni; zanju pa je znacilna tudi manjsa di-
agnosticna specificnost, saj se odzivata na prisotne druge
vnetne procese (bakterijske okuzbe, revmatske bolezni) v
telesu (18). Zato so seveda potrebni za ¢revesje bolj speci-
ficni oznacevalci, ki omogocajo opredelitev in spremljanje
vnetja le v ¢crevesju. Bioloski oznacevalci, ki se 1z prizade-
te vnetne Crevesne sluznice neposredno in kontinuirano
izlocajo v blato, omogocajo bolj$e spremljanje vnetnega
procesa v Crevesni steni in so zato bolj primerni tudi za
opredelitev stanja in spremljanja ponovitve bolezni ter us-
pesnosti zdravljenja.
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Stevilne raziskave dokazujejo pomembno klini¢no upo-
rabnost bioloskih oznacevalcev (kalprotektina, laktoferina)
v blatu (15-24). Pri ¢revesnih simptomih je nujno prepo-
znati vzroke ter prisotnost vnetja. Proteini, ki se izlocajo iz
nevtrofilcev, monocitov in epitelnih celic v ¢revesju, so po-
membni oznacevalci crevesnih vnetij in poskodb na sluzni-
ci. Zato je kalprotektin v blatu lahko uc¢inkovito orodje za
zgodnjo prepoznavo bolezni, Se preden se vnetje dokonc-
no razvije in izrazi z znacilnimi histoloskimi sprememba-
mi in kliniénimi znaki. Zaradi svoje visoke negativne na-
povedne vrednosti se lahko uporablja kot presejalni test za
izklju¢itev KVCB. Rezultati metaanalize 30 prospektivnih
studij so pokazali, da ima koncentracija kalprotektina, niz-
ja od 50 pg/g, 95 % obcutljivost, 91 % specificnost in 99 %
negativno napovedno vrednost za izkljucitev KVCB, pri
cemer je bila obcutljivost visja od ostalih bioloskih oznace-
valcev vnetja (14). Uporaba kalprotektina pri prepoznavi
KVCB in lo¢evanju od IBS je zlasti pomembna pri otro-
cih, saj je dolocitev fekalnega kalprotektina neinvazivna,
hkrati pa se prepreci potreba po hospitalizaciji in se 1zog-
ne tveganjem pri splosni anesteziji, ki je praviloma potreb-
na pri endoskopiji. Koncentracija kalprotektina v blatu je
pomembna pri dolo¢anju aktivnosti bolezni, kar potrju-
jejo stevilne Studije, ki so dokazale, da izmerjene koncen-
tracije pri bolnikih dobro sovpadajo z indeksi aktivnosti
bolezni in z izsledki bolj invazivnih endoskopskih prei-
skav (18-22). Prav tako pa lahko z doloc¢itvijo koncentra-
cije kalprotektina v blatu posredno opredelimo obseg pri-
zadete crevesne sluznice in s tem z zgodnejso obravnavo
bolnika ter z ustreznim zdravljenjem zmanjsamo tveganje
za hospitalizacijo ali celo operacijo (18-23).

Kalprotektin, ki ga dolo¢amo na neinvaziven nacin v vzor-
cih blata, je zato odlicen oznacevalec ¢revesnih vnetnih
bolezni, saj zrcali aktivnost vnetja v crevesju z visoko di-
agnosticno specificnostjo in obc¢utljivostjo (13, 14, 18-24).
Pomembno pa je, da ga lahko dolo¢amo s testi in meto-
dami, ki so enostavne za izvedbo, natanc¢ne in ponovljive.
Prav zaradi tega je bila v zadnjem obdobju uvedena vrsta
imunskih testov za merjenje kalprotektina; od hitrih te-
stov, POCT in ELISA vse do avtomatiziranith metod do-
lo¢anja (25-30).
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METODE DOLOCANJA
KALPROTEKTINA V BLATU

Hitri test POCT (angl. point of care
testing) ali testiranje ob pacientu

Hitri test POCT je uporaben tako za zdravnike za nepo-
sredno izvedbo testa ob bolniku, ob postelji ali v ambulan-
ti kot za (kronic¢ne) bolnike, ki lahko sami izmerijo vred-
nost kalprotektina doma (9, 10, 26, 28). Test je enostaven
za uporabo, vendar je nujno, da je nelaboratorijsko oseb-
je s strani laboratorijskih strokovnjakov ustrezno pouceno
o 1zvajanju v skladu z navodili proizvajalca, o kontroli ka-
kovosti ter o interpretaciji in omejitvah testa (31). Izvedba
testa POCT zahteva vzorec blata, ki ga je pred nanosom
na kromatografske plosc¢ice treba ustrezno ekstrahirati s
pomocjo ustreznih pripomockov in epruvet, ki vsebujejo
pufer. Metoda je imunokromatografska, ki temelji na t. 1.
»sendvic« principu. Prisotna protitelesa proti antigenskim
komponentam kalprotektina, nanesena na reagentni kro-
matografski ploscici, reagirajo s kalprotektinom, prisot-
nim v ekstrahiranem vzorcu, in tvorijo imunski kompleks,
ki ob dodatku z barvilom oznacenih sekundarnih protite-
les tvori obarvan trojni imunski kompleks in prisotno vid-
no barvno linijo. Rezultati so obicajno kvalitativni ali se-
mikvantitativni ter so na voljo v nekaj minutah. Hitri testi,
ob ustrezni zagotovljeni kakovosti in izvedbi, lahko sluzi-
jo kot orientacijska presejalna metoda, namenjena predv-
sem za spremljanje KCVB bolnikov na domu (mozne po-
novitve aktivne bolezni) oz. za hitro diagnosticiranje oz.
razlikovanje med KCVB in nevnetnimi procesi, kot je IBS
v ambulantah (29, 30).

ELISA test (encimsko-imunski test na
trdnem nosilcu)

ELISA je najbolj pogosto uporabljen kvantitativen test za
merjenje koncentracije kalprotektina v laboratorijih. Od-
likujeta ga dobra analiti¢na natanc¢nost in tocnost, vendar
jeizvedba dolgotrajnejsa (vec ur) in se zaradi izkoristka tes-
ta obicajno izvaja serijsko (25, 29). Kalprotektin, prisoten
v razredcenih vzorcih ekstrakta blata, se veze s specificni-
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mi poliklonskimi protitelesi, usmerjenimi proti antigenom
kalprotektina, ki so naneseni na povrsino plasticne mik-
rotiterne plos¢e ELISA. Na ta kompleks se nato veze pro-
titelo, oznaceno z encimom, ki katalizira spremembo do-
danega substrata v obarvani produkt. Nastala intenziteta
barve je sorazmerna koncentraciji vezanega kalprotektina.
Koncentracija kalprotektina v blatu se ob uporabi priloze-
nih kalibratorjev—standardov izracuna iz umeritvene kri-
vulje. Neprimerna izvedba ekstrakcije in testa (pipetiranje,
inkubacijski ¢asi, neprimerna temperatura) ter kontamina-
cija reagentov lahko vplivajo na napacne rezultate (25, 29).

Avtomatizirane metode doloéanja

Zaradi ustrezne klinicne uporabnosti kalprotektina in po-
treb po pogostem doloc¢anju njegovih koncentracij v vzor-
cih blata bolnikov so razli¢ni proizvajalci razvili tudi raz-
licne avtomatizirane metode. Vecina jih temelji na principu
imunskih testov in nastanka imunskih kompleksov, ki jih
lahko merimo turbidimetri¢no, z merjenjem fluorescen-
ce ali kemiluminiscence (32, 33, 34). Metoda, ki je trenu-
tno med pomembnejsimi in zagotavlja ustrezne rezultate
v primerjavi z ze uveljavljenimi ELISA testi, je direktna
sendvic¢ kemiluminiscencna imunska metoda (CLIA), ki
ob uporabi dveh vrst monoklonskih protiteles omogo-
¢a kvantitativno merjenje kalprotektina v blatu. Metoda
zahteva ustrezno predpripravo vzorcev blata. Kalprotek-
tin je treba v skladu z navodili proizvajalca po odvzemu
blata s pomocjo ustreznih in v ta namen razvitih aplika-
torjev najprej iz blata ekstrahirati z uporabo ustreznih ek-
strakcijskih epruvet s pufrom in pri dolocenih testih tudi
z ustreznim stresalnikom (33). Tako ekstrahiran vzorec se
vstavi v analizator, kjer potekajo stopenjske reakcije. Med
prvo inkubacijo se kalprotektin iz vzorca veze s parama-
gnetnimi delci, prevlecenimi z monoklonalnimi protitelesi,
ki specificno prepoznajo heterokompleksni antigen kalpro-
tektina. Sledi spiranje, ki odstrani vse nevezane delce. Nato
se dodajo sekundarna monoklonska protitelesa, konjugira-
na z izoluminolom, ki med inkubacijo oznacijo predhod-
no nastali primarni imunski kompleks. Nevezani konju-
gat se odstrani pri drugem koraku spiranja. Po dodajanju
aktivacijskega reagenta stece kemiluminescencna reakci-

ja, ki omogoca razvoj kemiluminiscenc¢nega-svetlobnega >
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signala, katerega meritev je premo sorazmerna s koncen-
tracijo kalprotektina v blatu (33). Prednosti avtomatizira-
nega postopka v primerjavi z ELISA so hitrejsa dolocitev,
bolj$a ponovljivost in to¢nost meritev, moznost sprotnega
doloc¢anja, tudi posamic¢no in brez nujne izvedbe v seri-

Tabela 1: Primerjava metod doloéanja kalprotektina v blatu.

J1, pri cemer je izvedba testov v primerjavi z ELISA stro-
skovno primerljiva, odvisno od izbranih proizvajalcev na
trgu. Razlike in primerjava metod za dolo¢anje kalprotek-

tina v blatu so podane v Tabeli 1.

Table 1: Comparison of methods for determining calprotectin in feces.

aplikatorjev

Metoda POCT ELISA Avtomatizirani testi
Doloéitev (Semi) kvantitativen test Kvantitativen fest Kvantitativen test (merilno
(Kvali/kvanti) (merilno obmocije) obmogje)
. . Encimsko imunski test .
Princip metode Imunokromatografski test (ELISA) Imunokemijski test
Tehtanie blata s postopkom . L
Vzoréenje blata Uporaba aplikatorjev predpriprave, uporaba Uporaba aplikatoriev, direk-

ten prenos na analizator

Vizuelno odéitavanje ali s

Merjenje v
pomodgjo Eitalcev

Spektrofotometri¢na
doloditev

Turbidimetri¢na, CLIA metoda

Krajsi ¢as izvedbe

Cas izvedbe (10 min)

Daljgi Eas izvedbe (3h),
dolocanie v serijah

Krajsi Eas izvedbe (30
min,mozno sprotno doloéanije

Analitiéna vrednost Slabsa to&nost,ponovljivost

Tocnost in ponovljivost odvis-
na od analitika, testa

Vedja toénost in ponovljivost,
neodvisna od analitika

VPLIVI NA REZULTATE

Analiticna in diagnosti¢na zanesljivost posameznega para-
metra, kot je kalprotektin, je odvisna od ve¢ dejavnikov, ki
jih je treba poznati in obvladovati ter z ustreznimi verifika-
cyyskimi postopki tudi preveriti, dolociti in spremljati. Di-
agnosticno toc¢nost parametra opredelimo z diagnosti¢no
specificnostjo in ob¢utljivostjo, ki definirata mo¢ parame-
tra za locitev obolelih od zdravih preiskovancev. Analiticno
zanesljivost pa opredelimo z analiti¢cno obcutljivostjo, na-
tanc¢nostjo in ponovljivostjo meritev, ki jih lahko spremlja-
mo z izvajanjem notranje in zunanje kontrole kakovosti (z
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merjenjem znanih koncentracij kalprotektina v okviru pri-

cakovanih odstopanj).

Prav tako se je treba zavedati drugih vplivov na dobljene
rezultate, ki so zelo kompleksni in lahko vodijo do odsto-
panj od realnih vrednosti (25-27). Na ustreznost rezulta-
tov in dolocitev kalprotektina v blatu lahko vplivajo vnos
hrane in morebitnih zdravil, (ne)ustrezni postopki odvze-
ma vzorca, izbor analitske metode in izvedba analize ter
interpretacija dobljenih rezultatov. Dejavnike vpliva uvr-
scamo glede na fazo diagnosti¢nega postopka, v katere-
ga so vpleteni, na predanaliticne, analiti¢ne in poanali-

ticne dejavnike.
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Predanalitiéna faza

Vzorec blata in zbiranje

Vzorec blata se mora zbrati v ¢isto posodico brez konzer-
vansov in jo neprodusno zapreti, da se prepreci kakr§na
koli kontaminacija. V ta namen se morajo uporabiti stan-
dardizirane posodice (vsebniki) za odvzem blata z zlicko,
kar omogoca ravnanje z blatom na higienicen in varen na-
¢in. Z zlicko se obicajno nanese manj kot 5 g blata, med-
tem ko v posodico lahko zberemo do 60 g blata. Koli¢ina
vzorca, ki je potrebna za analizo, pa je obicajno manjsa,
in sicer do 100 mg. Najpomembnejse pri zbiranju blata je
prepreciti kakrsno koli kontaminacijo s teko¢inami (npr.
vodo, urinom ..., da ne bi prislo do nezelenega redcenja
vzorca. Ugotovljeni so bili celo vplivi konsistence blata na
samo analizo in na vrednost kalprotektina, pri ¢emer zelo
trdega blata sploh ni priporocljivo analizirati. Bolj kot je
nativni vzorec teko¢ (driska), z ve¢ prisotne sluzi, vi§ja je
koncentracija kalprotektina. Pomembno je poudariti, da
je omenjena tekoca konsistenca blata pogosta pri bolnikih
z aktivno obliko bolezni (25, 26).

Cas odvzema vzorca pri spremljanju bolezni

Stevilne raziskave so proucevale vpliv ¢asa odvzema vzor-
ca blata na izmerjeno koncentracijo kalprotektina. Primer-
jali so dobljene vrednosti v vzorcih, ki so jih bolniki zbirali
tudi do 4-krat v roku 24 ur. V enem dnevu lahko vrednosti
kalprotektina zanihajo do 50 %. Vecja nihanja so opazna
pri posameznikih z vi§jimi izmerjenimi koncentracijami
kalprotektina. V vecini primerov (44 %) je najvisjo vred-
nost koncentracije dosegel vzorec, ki je bil zbran drugic v
dnevu; prav tako je bila pri teh vzorcih zaznana najvisja
variabilnost izmerjenih koncentracij, ki pa ni vplivala na
opredelitev stanja (aktivnosti) bolezni. Prav tako so ugoto-
vili, da ¢im daljsi je ¢as med enim in drugim odvajanjem,
tem vigja je vrednost koncentracije kalprotektina v nasled-
njem (drugem) vzorcu, saj je s tem bilo omogoceno daljse
kontinuirano sprosc¢anje kalprotektina v lumen ¢revesja in
v blato (25). Zato je priporocljivo, da se pri spremljanjih in
nadzorovanju bolezni bolnika odvzem vzorca opravi ved-
no ob priblizno enakih urah. Za analizo je najbolje upora-
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biti vzorec prvega jutranjega blata. Tako pridobimo vzo-
rec z vi§jo koncentracijo kalprotektina in s tem zmanj$amo
moznost lazno negativnega rezultata.

Stabilnost vzorca

Cas med vzoréenjem blata in izvedbo analize ter pravil-
no shranjevanje vzorcev pomembno vplivata na dobljene
rezultate. Zato je vzorce blata, kljub sorazmerni stabilno-
sti molekule kalprotektina (odporen na bakterijsko raz-
gradnjo), treba hraniti v hladilniku pri 2-8 °C in testirati
¢im prej po njihovem prejemu. Za zagotovitev ustreznih
rezultatov je sprejemljivo shranjevanje pri sobni tempera-
turi do 6 ur ali pri 2-8 °C do 72 ur. Ce vzorci ne bodo te-
stirani v roku 72 ur, pa jih je treba hraniti pri temperaturi
—20 °C, pri kateri so obstojni do 12 tednov (25).

Analitiéna in poanalitiéna faza

Za zanesljive rezultate je treba dosledno upostevati navo-
dila za delo in rokovanje s testom ali avtomatiziranimi me-
todami/sistemom po navodilu proizvajalca. Prav tako je
nujno potrebno zagotavljanje notranje in zunanje kontrole
kakovosti izvajanja analiz in uporabljenih testov. Uposte-
vati pa je treba tudi mozne neposredne ali posredne vpli-
ve na analizo in dobljene rezultate, kar omogoci ustrezno
interpretacijo rezultatov.

Bolniki, ki jemljejo nesteroidna protivnetna zdravila, ima-
jo lahko povisane vrednosti kalprotektina. Ker je kalpro-
tektin prisoten v citoplazmi nevtrofilcev, obstaja moznost
povisanih rezultatov pri merjenju vzorcev blata, v katerih
je prisotna vecja kolicina krvi (35). Lazno negativni rezul-
tati se lahko pojavijo pri bolnikih, ki imajo granulocitope-
nijo in pri razredcenih tekoc¢ih vzorcih blata (26).

V Tabeli 2 so navedeni dejavniki/stanja, ki vplivajo na spro-

scanje kalprotektina v blato in pricakovane koncentracije
kalprotektina glede na stanje/bolezen bolnika.

46

»



47

Tabela 2: Dejavniki vpliva in okvirne pri¢akovane zvisane vrednosti kalprotektina v blatu (26).
Table 2: Influencing factors and approximate expected elevated fecal calprotectin levels (26).

Bolezni prebavil Pri¢akovane vrednosti kalprotektina [pg/g]

Polipi debelega érevesja 1-118

Divertikularna bolezen debelega ¢revesja 15-60

Krvavitev iz prebavil 20-429

Ciroza jeter 21-357

Sindrom razdrazljivega érevesja 16-294

Mikroskopski kolitis 130-480

ZDRAVILA

Nesteroidna protivnetna zdravila 5-520

ZIVLIENJSKI SLOG

Debelost 5-185

Telesna nedejavnost 25-60

DRUGO

Starost < 9 let 18-213

Starost > 65 let 14-118

Revmatoloske bolezni 14-513

Stoma 15-1130
Zvisana kalprotektina v blatu ni specifitna za KVCB in * razra$¢anje bakterij v tankem ¢revesju (9, 10, 26);
jo najdemo tudi pri drugih boleznih ali stanjih: * neoplazme (9, 10, 26).

 driske (vi§je koncentracije so bile ugotovljene veckrat
pri bakterijski kot pri virusni driski) (25);

* celiakija kot Se en primer bolezni, pri kateri INTE RPRETAC IJA

opazamo vi$je koncentracije kalprotektina, vrednost
pa je odvisna od stopnje bolezni, pri cemer so
najvisje koncentracije ugotovljene pri na novo REZU I'TATOV

ugotovljeni celiakiji (27); Interpretacija izmerjenih vrednosti kalprotektina v blatu

¢ divertikularna bolezen debelega ¢revesa (Tursi bi morala upostevati vse dejavnike, ki lahko vplivajo na
in sodelavci so porocali o visokih vrednostih dobljene rezultate. Prav tako je potrebno oceniti usklaje-
kalprotektina v primerjavi z zdravimi posamezniki nost rezultatov kalprotektina z morebitnimi endoskopski-
(36), poleg tega pa so porocali, da so vrednosti > 60 mi in histoloskimi izsledki. Cie te usklajenosti ne moremo
Hg/g povezane z akutnimi zapleti divertikularne potrditi ali e obstajajo morebitni dejavniki (npr. zdravi-
bolezni (37); la), ki lahko vplivajo na raven koncentracije kalprotekti- >
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na, je smiselno ¢ez nekaj tednov meritev ponoviti (9, 10).
Do danes $e ni splosno sprejete mejne vrednosti kalpro-
tektina za razlikovanje med aktivnostjo in remisijo bolez-
ni. Prav tako je problem pomanjkljive standardizacije me-
tod/testov, ki bi omogocali enake/primerljive rezultate ne
glede na uporabljeno metodo (38). Harmonizacija testov
in uporaba enakih primarnih standardov za kalprotektin
bi omogocila lazjo interpretacijo dobljenih rezultatov, $e
posebej pri prehajanju bolnikov med ustanovami, ki upo-
rabljajo razli¢ne teste (25, 30). Ker bolniki s KVCB nihajo
med aktivno in neaktivno fazo bolezni, je pri interpretira-
nju dobljenih rezultatov to treba tudi upostevati. Pri tem
orientacijske referencne vrednosti, priporocene od proi-
zvajalca, sluzijo le kot okvirno vodilo, interpretacija pa se
prepusca zdravniku, ki posameznika spremlja dolgo, ob
upostevanju njegovih klini¢nih znakov in zgodovine re-
zultatov teh ter drugih preiskav. Pomembno je upostevati
tudi specificnost populacije, ki ji dolo¢amo kalprotektin.
Tako so na osnovi izsledkov raziskav ugotovili dolocene
omejitve pri otrocth, starih do 2 let, ki imajo pricakova-
no rahlo povecano koncentracijo kalprotektina v blatu
(11, 26). V eni od raziskav priporoc¢ajo mnogo visje mej-
ne vrednosti pri starosti od 1 do 6 mesecev 538 pg/g, od 6
mesecev do 3 let 214 pgfg in 75 Lg/g za otroke, stare 3 do
4 leta. Za starejse otroke se uposteva mejna vrednost 50
lg/g kot za odrasle (39).

Treba se je zavedati, da rezultat kalprotektina lahko
pomembno vpliva na nadaljnjo obravnavo bolnika. Pri po-
zitivnem rezultatu (zvisani vrednosti) lahko sledi napotitev
bolnika na nadaljnje preiskave (endoskopijo) ali pa se pred-
pise zdravljenje z zdravili. Negativen rezultat (znizana kon-
centracija) palahko pomeni izkljucitev organske GIT bolezni
ali nakazuje remisijo bolezni. Za oceno bolnikovega stanja,
Se posebej KVCB, so zato pomembni kvantitativni rezul-
tati, ki jih dobimo z uporabo zanesljivejsih testov ELISA in
avtomatiziranih metod. Pri vecini hitrih POCT testov na-
mre¢ dobimo zgolj kvalitativni (pozitiven ali negativen) re-
zultat ali le semi-kvantitativen rezultat, ki ga vrednotimo
ob upostevanju predvidenih mejnih vrednosti, priporoce-
nih s strani proizvajalcev (28-30). Ker lahko obstaja velika
raznolikost rezultatov glede na uporabljene razli¢ne ana-
lizne metode in teste ter tudi glede na s strani proizvajalcev
priporoc¢ene razlicne mejne vrednosti, je vsekakor priporo-
¢ljivo, da se pri posameznem bolniku za namen spremljanja
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poteka bolezni izvajajo serijske meritve kalprotektina vedno
z enako metodo in na istih analizatorjih oz. testih ELISA,
po moznosti v istem laboratoriju (16, 25, 34, 38).

Referenéne vrednosti

Referencna obmocja in orientacijske vrednosti za vred-
notenje rezultatov izmerjenih koncentracij kalprotektina
se lahko razlikujejo tako od namena uporabe (presejanje
populacije za izkljucitev ali odkrivanje KVCB, postavitev
diagnoze bolezni, spremljanje akutne faze ali remisije bo-
lezni, odkrivanje drugih bolezni), kot tudi od izbrane me-
tode in od proizvajalca.

Kljub pomanjkljivi harmonizaciji testov in razlikam v
izmerjenih vrednostih kalprotektina z razlicnimi kvanti-
tativnimi metodami pa so priporocene orientacijske vred-
nosti s strani razlicnih proizvajalcev, vsaj za opredelitev
klju¢nih stanj, podobne. Tako je okvirna mejna vrednost
z visoko negativno napovedno vrednostjo za razlikova-
nje IBS od KVCB, ki jo navaja vec¢ina proizvajalcev, 50
ng/g. To velja tako za odrasle kot za pediatri¢no popu-
lacijo nad 3 leti (9, 10). Kot Ze omenjeno, pa so pricako-
vane vrednosti pri otrocih, mlajsih od 3 let, lahko visje
(11, 26, 39). Pri bolnikih z znacilnimi vnetnimi procesi v
¢revesju je pri vecini razpolozljivih testov koncentracija vec-
ja od 120 pgfg (10-12). Po evropskih smernicah (ECCO-
-ESGAR Guideline for Diagnostic Assessment in IBD) in
na osnovi opravljenih meta analiz je priporo¢ena mejna
vrednost za dosego visoke diagnosti¢ne vrednosti za opre-
delitev KVCB tako pri odraslih kot pri otrocih 150 pg/g.
(9, 10, 11, 12). Vrednosti nad 150-250 png/g so pogosto po-
vezane z aktivnim KVCB, vrednosti 50-150 pg/g so po-
goste v remisiji ali ob zac¢etnem ponovnem poslabsanju in
predstavljajo sivo cono, kjer je treba meritve ponoviti ter
interpretirati rezultate v povezavi s klini¢no sliko (9, 10).

Treba se je zavedati, da so dejanske vrednosti, ki pri po-
sameznem kroni¢nem bolniku nakazujejo stanje bolezni
(akutna oblika KVCB, remisija) ali ustreznost terapije, zelo
odvisne od samega bolnika in njegovega imunskega od-
ziva, zato je interpretacija dobljenih rezultatov v tem ozi-
ru prepuscena zdravniku, ki bolnika pozna (klini¢no kot
1zsledke drugih preiskav) in spremlja njegove koncentra-
cije kalprotektina skozi daljse obdobje.
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ZAKLJUCEK

Zaradi visoke prevalence in narasc¢ajoce incidence GIT bo-
lezni, $e posebej KVCB, ter znizevanja povprecne starosti
teh bolnikov, ki smo ji pri¢a v danasnji dobi, sta odkriva-
nje in uporaba enostavnih in neinvazivnih diagnosti¢nih
metod kljucnega pomena. Kalprotektin v blatu se je kot
kazalnik vnetnega procesa v ¢revesju izkazal kot odlicen
parameter, ki podpira invazivne diagnosticne postopke. Je
pomembno orodje pri locevanju organskih crevesnih bo-
lezni od funkcionalnih, pri spremljanju aktivnosti ali po-
novitev bolezni ter za oceno uspesnosti zdravljenja. Za do-
locanje so bili razviti razli¢ni testi in metode dolocanja. V
laboratorijih se uporabljajo predvsem testi ELISA, avto-
matizirane turbidimetri¢ne in kemiluminiscen¢ne imun-
ske metode (CLIA), ki ob zagotavljanju ustrezne kontrole
kakovosti omogocajo zanesljive kvantitativne rezultate. V
porastu pa je tudi razvoj hitrih testov, ki so uporabni tako
pri neposredni klini¢ni obravnavi v ambulantah kot v do-
macem okolju za spremljanje kronicne bolezni.

Ob uporabi kalprotektina kot bioloskega oznacevalca so
izrednega pomena tudi poznavanje pred-analiti¢nih de-
javnikov (ustrezno vzorcenje in shranjevanje vzorcev bla-
ta), poznavanje in upostevanje omejitev uporabljenih me-
tod za dolocanje in razli¢nih vplivov na dobljene rezultate,
ki omogocajo ustrezno interpretacijo ter tako zagotavljajo
pravo diagnosticno vrednost kalprotektina.

Dolocanje kalprotektina v blatu v danasnjem casu pred-
stavlja veliko pomoc¢ tako zdravnikom kot pacientom pri
obravnavi in obvladovanju KVCB.
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