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Uvod

Revmatoidni artritida je Casté systémové autoimunitni
onemocnéni s frekvenci v populaci 1,0-2,0 %. Jde o chro-
nicky zanét kloubni vystelky (synovie), ktery vede k pro-
gresivni destrukei kloubd, a tim ke snizeni lokalni hybnosti
a kvality Zivota jedince. Pfi tomto procesu se do séra uvol-
nuje cyklicky peptid s vysokym obsahem argininovych
zbytku, které jsou nasledn€ pomoci enzymu peptidylargi-
nindeaminasy (PAD) pfeménény na citrulin. Nésledné
vznikaji protilatky specifické proti epitopim obsahujici
tento citrulin, a proto mluvime o protilatkach proti cyklic-
kému citrulinovanému peptidu (anti-CCP)' . Druh4 gene-
race testll méficich specificky anti-CCP2 se jevi jako slib-
ny marker revmatoidni artritidy s diagnostickou senzitivou
pramérné 68 % a diagnostickou specifitou 95 %. Na rozdil
od bézné uzivaného revmatoidniho faktoru poskytuje vy-
sledky s vyS8i diagnostickou specifitou pfi stejné ¢i vySsi
diagnostické senzitivit¢ (vysvétleni viz metodologie —
statisticka anal}'lza)2 . Pritomnost anti-CCP protilatek je
také prognostickym markerem vzniku revmatoidni artriti-
dy?, & jako predikator vice agresivniho prib&hu choroby”.

Autofi predstavuji analytické vlastnosti a klinické
zhodnoceni nové automatizované metody na stanoveni
anti-CCP protilatek, ktera provadi méfeni po jednotlivych
pacientskych vzorcich a umoznuje ziskat vysledek za 20
az 30 minut.
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Metodika

Opakovatelnost stanoveni

Opakovatelnost stanoveni metody vyjadfuje miru
variability testovanych vzorkl. Byl testovan pozitivni
kontrolni vzorek dodany vyrobcem a pozitivni pacient,
vysledné hodnoty variability byly vyjadfeny jako pru-
mérné hodnoty, SD a CV%. Mira variability byla testo-
vana v ramci jedné vyrobni $arze po dobu 5 dnti, kazdy
den byla provedena dvé stanoveni anti-CCP s prodlevou
2 hodin mezi stanovenimi, a to u pozitivni kontroly ze
soupravy a pozitivniho vzorku pacienta (celkem
20 stanoveni jednoho vzorku). Stanoveni byla provadéna
vzdy v duplikatu. Kazdy den se vzdy pouzivala Cerstva
kontrola a samostatn¢ rozmrazeny alikvot vzorku pozitiv-
niho pacienta.

Mez detekce

Mez detekce byla vypoctena jako koncentrace
z primérné hodnoty slepého pokusu + 2 smérodatné od-
chylky (SD). Stanoveni byla opakovana 10x pro standard
AOUmMI™") a2x pro standard B (5 U ml™"). Tato proce-
dura byla provedena celkem 4x a u kazdé série byla na-
sledné vyhodnocena mez detekce (primér + 2SD) a CV%.
Vysledné hodnoty meze detekce jsou dany primérem
téchto ¢tyf méteni.

Kontrolni soubor (kontroly)

K uréeni referencni meze anti-CCP protilatek byly
pouzity vzorky sér od 105 darct krve (51 Zen a 54 muzi),
ktefi méli negativni rodinnou i osobni anamnézu revmato-
idniho onemocnéni ¢i jiného autoimunitniho onemocnéni
(systémovy lupus erytematodes tyreoiditida, coeliakie,
diabetes mellitus I. typu). U této skupiny byl testovan vliv
pohlavi a véku na hodnoty anti-CCP.

Soubor pacientt

Ve srovnani se skupinou zdravych jedincl jsme pro-
vedli zhodnoceni pacientli s jiz prokazanou revmatoidni
artritidou, ktefi spliiovali diagnosticka kritéria dle Ameri-
can College of Rheumathology® (skupina oznadena jako
»RA“ — celkem 95 vzorku sér), u téchto vzorkd jsme
vyhodnotili diagnostickou senzitivitu a specifitu pomoci
operacni charakteristiky modelu (Receiver Operating Cha-
racteristics plot — ROC kfivka). Déle jsme vysetfili sérové
vzorky skupiny nemocnych se systémovymi onemocnéni-
mi pojiva ¢i kloubti (skupina ,,NONRA®, ktera zahrnovala
pacienty s diagnozami: systémovy lupus erytematodes,
spondylartritidy, lumbalgie, M. Bechtérev, osteooartroza,
postinfekéni artritidy apod. — celkem 71 sérovych vzork).
Procentudlni zastoupeni jednotlivych chorob je sumarizo-
vano vtab.I. Mezi soubory jsme analyzovali rozdily
distribuci hodnot anti-CCP.



Chem. Listy 102, 997-1002 (2008)

Tabulka I
Procentuelni zastoupeni diagnéz ve skupiné pacientl
NONRA?

Klinicka diagnoza Pocet  Vyskyt [%]
Systémovy lupus erytematodes 11 15,4
Casové omezend artritida 3 42
Spondylartritida 14 19,7
Chronické artralgie 7 9,9
Reaktivni artritida 4 5,6
Polymyalgia reuvmatica 2 2,8
Osteoartroza 12 16,9
Dnava artritida 2 2,8
Lumbalgie 3 4,2
Ostatni 13 18,4

* NONRA - pacienti s diagnozou systémového onemocné-
ni pojiva ¢i kloubt, pii téchto onemocnénich se mohou
vyskytnout i protilatky proti CCP (anti-CCP)

Klinickd senzitiva metody je definovana jako %
spravné pozitivnich nalezi  ze skupiny  pacienti
s ovefenou diagnozou revmatoidni artritidy. Specifita je
naopak % spravné negativnich vysledkt ze skupiny kont-
roly. Referenéni mez (cut off) byla definovana jako hod-
nota 95.a99. kvantilu hodnot anti-CCP ve skupin¢ kont-
roly.

Metodika stanoveni

Vzorky séra byly ziskany centrifugaci pti 10 000 g po
dobu 10 min a zamrazeny pfi 20 °C do doby analyzy, a to
ne déle nez 6 mésict od odbéru krve.

Hodnoty anti-CCP2 byly stanoveny na analyzatoru
AxSYM v souladu s instrukcemi pfistroje, vyrobce metody
ABBOTT Laboratories, USA, ktera byla vyvinuta
v kooperaci s Axis-Shield Diagnostics. Metoda AxSYM®
Xtra Anti-CCP je nekompetitivni enzymova imunoanalyza
na mikroc¢asticich (Microparticle Enzyme Immunoassay:
MEIA) ke kvantitativnimu stanoveni protilatek IgG tridy
specifickych k cyklickému citrulinovanému peptidu (CCP)
v lidském séru a plazmé. VySe signalu je pfimo umérna
koncentraci anti-CCP protilatek pifitomnych v séru c¢i
plazmé. Prvni nenulovy kalibrator (kalibrator B) ma hod-
notu 5 U ml™", coZ je také doporucend referenéni mez vy-
robcem.

Statistickéa analyza

Byla provedena s uzitim software CRAN 2.4.0 a Sta-
tistica 98 Edition.

Pro métené parametry v celém souboru a v jednotli-
vych skupindch a podskupinich byly pocitany zakladni
statistické udaje jako primér, smérodatna odchylka, roz-
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ptyl, median, mezikvartilové rozpéti, minimum, maximum
a vybrané kvantily. Vybrané statistické tdaje byly téz
zpracovany graficky do tzv. Box & Whisker plot diagramt
a diagramu rozptylu hodnot. Na porovnani distribuci jed-
notlivych parametr v riznych skupinach a podskupinach,
vzhledem k distribucim téchto proménnych, byl pouzit
neparametricky Medianovy test a to dvouvybérova varian-
ta. Pro zjiSténi zavislosti zkoumanych znakl, vzhledem
k negaussovskému rozdéleni téchto proménnych, byl pou-
zit Spearmantiv koeficient korelace. Pomoci urceni dia-
gnostickych specifit a diagnostickych senzitivit dané me-
tody jsme stanovovali rozhodovaci meze (cut off) mezi
skupinami a podskupinami pro danou metodu a tyto vy-
sledky byly graficky zpracovany v operacni charakteristice
modelu (ROC kiivka), ktera popisuje diskriminaéni
schopnost testu, vztah mezi diagnostickou senzitivitou
a nespecifitou.

Plocha pod kiivkou (Area under the curve — AUC)
vztazena k maximu, tj. 1,000, uddva miru diagnostické
kvality testu.

Diagnosticka senzitivita je definovana jako % sprav-
né pozitivnich vysledkd ze vSech vysledkii skupiny paci-
entll majicich hledanou chorobu ( RA).

Diagnosticka specifita je definovana jako % spravné
negativnich vysledkd ze vSech vysledkt skupiny pacientd
nemajici chorobu (kontroly)® .

Vysledky

Opakovatelnost stanoveni v ramci

vyrobni Sarze

jedné

V nasledujici tabulce II jsou sumarizovany vysledky
testovani opakovatelnosti stanoveni dle protokolu popsa-
ném v metodice.

Jak kontrola dodana vyrobcem, tak pozitivni pacient-
sky vzorek vykazuji velmi dobrou ,, day-to-day* opakova-
telnost, a to s primérnym CV 5,0 % (pozitivni kontrolni
vzorek vyrobee) a 5,3 % (pozitivni vzorek pacienta).

Tabulka IT
Opakovatelnost stanoveni v rdmci jedné vyrobni Sarze

Opakovatelnost méteni

poet méfeni  pozitivni pozitivni
kontrola pacient®
soupravy® [Uml™]
[Uml™]
Pramér 20 23,5 68,4
SD 1.3 1,3 3.4
CV % 53 53 5,0

* Pozitivni kontrola soupravy dodana vyrobcem — uméla
matrice vzorku, °pozitivni pacient — pfirozend matrice
(sérum)
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Mez detekce

Mez detekce byla stanovena podle protokolu uvede-
ného v metodice. Tabulka III sumarizuje vysledky Ctyf
nezavislych méfeni. Zjisténad primérna mez detekce Ci-
ni 0,84 Uml™".

Stanoveni referenénich mezi

Ke stanoveni referen¢nich mezi pro zdravou populaci
bylo wuzito 105vzorki od darci krve (kontroly)
z Transfizniho odd¢leni Klatovské nemocnice a.s., ktefi
méli negativni rodinnou i osobni anamnézu ve smyslu
revmatoidni artritidy, systémovych autoimunitnich one-
mocnéni (systémovy lupus erytematodes, tyreoiditida,
coeliakie, diabetes mellitus I. typu). Zakladni statisticky
popis je sumarizovan v tab. IV.

Ve vySetteném souboru jsme nenalezli rozdil
v hodnotach ~ anti-CCP  protilatek  dle  pohlavi
(neparametricky ANOVA test) ani dle véku (Spearman
rank correlation).

Rozhodovaci mez ma pii 95% kvantilu hodnotu
2,0 Uml™" a pti 99% kvantilu hodnotu 3,4 U ml™" (obr. 1).

Soubor pacientu

Zakladni statisticky popis vSech porovnavanych sku-
pin (RA — revmatoidni artritida, NONRA — smiSend one-
mocnéni pojiva, artritidy, lumbalgie atd. a Kontroly — sku-
pina zdravych darci krve, viz vyse) je shrnuta v tab. V.

Tabulka IIT
Mez detekce
Primémy SD %CV Mez
signal detekce
[Uml™]
Mereni 1
Kalibrator A 14,94 4,21 28,2 1,04
Kalibrator B 55,4 0,13 0,2 1,04
Mereni 2
Kalibrator A 12,43 3,81 30,6 0,92
Kalibrator B 53,6 2,35 4.4 0,92
Mereni 3
Kalibrator A 14,24 2,99 21,0 0,75
Kalibrator B 54,15 0,45 0,8 0,75
Mereni 4
Kalibrator A 14,5 2,85 19,6 0,66
Kalibrator B 55,717 6,7 11,6 0,66

Pozn.: Tabulka III udava variabilitu stanoveni prvnich
dvou kalibratori a odeétenou mez detekce z kalibra¢ni
kiivky
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Obr. 1. Diagram rozptylu distribuce hodnot anti-CCP u sku-
piny kontroly; jsou vymezeny 95.a 99. kvantily hodnot

Nejvyssich vysledki anti-CCP dosahuje skupina RA.
Mezi vSemi skupinami existuji statisticky vyznamné rozdi-
ly v distribucich hodnot anti-CCP protilatek s P < 0,0001
(medidnovy neparametricky test), (viz obr. 2) v logarit-
mickém rozloZeni osy Y.

Ke zhodnoceni klinické vypovédni hodnoty testu byla
provedena analyza pomoci ROC kiivky. Jako kontrolni
skupina byla uzita skupina darcti krve (kontroly). Na ose X
je vynesena diagnostickd nespecifita (1-Specifita) a na ose
Y se nalézaji ptislusné hodnoty diagnostické senzitivity
(obr. 3).

Hodnota AUC odectena z ROC ktivky pro anti-CCP
je 0,926, coz svéd¢i o velmi dobré klinické vypovédni
hodnoté. Z nasi sestavy mélo 8 pacientti diagnoézu Casné
revmatoidni artritidy (tj. do 3 let trvani pfiznaku), ale pou-
ze 2 z nich méli hodnotu vy3§i nez 2,0 Uml™', ale nepie-
krogili hodnotu 3,4 U ml™" (99. percentil referenéni skupi-
ny).

V tabulce VI jsou shrnuty rozhodovaci meze a senzi-
tivity pfi rdzné hladiné specifity mezi skupinou pacient
s revmatoidni artritidou (RA) a kontrolni (kontroly).
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Obr. 2. Krabicové diagramy distribuci anti-CCP hodnot dle
sledovanych skupin; logaritmicky znarodnéné box ploty media-
nu, 25. a 75. kvantilu a minimalni a maximalni naméfené hodnoty
v jednotlivych skupinach. Rozdily mezi skupinami jsou statistic-
ky vyznamné s P < 0,0001 (neparametricky medianovy test);

Imax min, 1 75 % 25 %, o median
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Tabulka IV
Zakladni statisticky popis skupiny kontroly dle pohlavi

Pocet Primér SD Median Minimum Maximum
Muzi  anti-CCP, U ml™ 54 0,64 0,52 0,5 0,2 2,6
Muzi  vék, roky 54 41,4 11,5 42,5 24 62
Zeny  anti-CCP, U ml™ 51 0,74 0,74 0,4 0,1 3,9
Zeny  v&k, roky 51 40,9 11,5 41 19 64
Tabulka V
Statisticky popis sledovanych skupin pacient
Skupina Anti-CCP [Uml™]
pacientil pocet pramér SD median minimum maximum
RA 95 66,67 85,2 8,6 0,3 200,0
NONRA 71 3,75 11,2 0,5 1,5 84,8
Kontroly 105 0,69 0,64 0,4 0,1 3,9

Pozn.: Primérné hodnoty, median, SD, %CV, minimalni a maximalni hodnoty anti-CCP zjisténé v jednotlivych skupinach
sledovanych pacienti RA (revmatoidni artritida), NONRA (systémové onemocnéni pojiva ¢i kloubtl) a kontrolni skupiné

(kontroly)

Pfi nejnizsi rozhodovaci mezi jsme dosahli uspokoji-
vé diagnostické senzitivity 71 % pfi diagnostické specifite
95 % . P¥i hodnoté referenéni meze 5,0 U ml™' doporugené
vyrobcem je dosaZeno vyznamné nizsi diagnostické senzi-
tivity 53 %, ale 100% diagnostické specifity.

Tabulka VII naopak ukazuje procento pozitivnich vy-
sledkit nad rozhodovaci mez ve skupiné se systémovymi
onemocnénimi pojiva a kloubti (NONRA). Pfi nejnizsi rozho-
dovaci mezi je tato pozitivita 34 %, pii rozhodovaci mezi
50Uml™" 4,2% (pouze 3 pacienti). Jednalo se o pacienty
s diagnozami systémova vaskulitida (anti-CCP = 40,9 U ml™),

spondylartritida (anti-CCP = 24,4 U ml™") a osteoartréza
(anti-CCP = 84,8 Uml™"). U posledné jmenované diagno-
zy s hodnotou anti-CCP 84,8 U ml™" dolo k naslednému
preklasifikovani diagnézy a to na revmatoidni artritidu
a také k Gprave 1écby, tim pak klesa procento falesné pozi-
tivity na 2,9 %.

Podrobnéji  jsme proto analyzovali  pacienty
s hodnotami anti-CCP protilatek v rozmezi 2,0-4,9 U ml™.
Ve skupiné se vyskytlo 21 pacient ze skupiny NONRA,
17 ze skupiny RA a 6 z kontrolni skupiny, tj. vysledky
v tomto rozmezi zahrnuji zhruba v 50 % pacienty bez rev-
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Obr. 3. Operaéni charakteristika (kiFivka ROC) zji§téna metodou AxSYM® Xtra Anti-CCP pro skupinu pacientii s revmatoidni

artritidou
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Tabulka VI
Diagnostickd senzitivita metody anti-CCP u pacientil
s revmatoidni artritidou (RA) pfi riizné dignostické specifite

Diagnostickd ~ Rozhodovaci mez*®  Diagnosticka
specifita  [%] [Uml™] senzitivita
[%o]
95 2,0 70,5
99 3,4 55,8
100 5,0 52,6

* Hodnota rozhodovaci meze byla uréena na hladinach 95.,
99. a 100. kvantilu skupiny Kontroly

Tabulka VII

Procentuelni (falesna) pozitivita u skupiny NONRA pfii
ruznych hodnotéach specifity a tomu odpovidajicich rozho-
dovacich mezich. Referenéni skupinu tvoii dobrovolni
darci krve (Kontroly)

Diagnosticka Rozhodovaci % pozitivnich hodnot
specifita [%] mez [Uml™]  nad rozhodovaci mez
95 2,0 33,8
99 3,4 14,1
100 5,0 42

matoidni artritidy, 40 % tvofi pacienti s revmatoidni artriti-
dou a zbyvajicich 10 % zdravé osoby. Hodnotu nad 5,0
neméli zadni dobrovolnici z kontrolni skupiny a pouze
3 pacienti ze skupiny NONRA.

Pokud tedy zvolime rozhodovaci mez na Urovni
5,0 Uml™, tj. doporucenou vyrobcem a odpovidajici hod-
not¢ prvniho nenulového kalibritoru, klesd diagnostickd
senzitivita pro skupinu RA na 53 % pii 100% diagnostic-
ké specifité vaci zdravym, ale pii 97% diagnostické speci-
fit¢ vici skupiné NONRA.

Diskuse

Metoda vykazuje a spliiuje pozadavky jak na dobrou
opakovatelnost, tak na dostate¢nou mez detekce. Mez de-
tekce je sice nezbytnym sledovanym znakem, ale v tomto
pfipadé nemd Zzadny zéasadni klinicko-diagnosticky vy-
znam, rozhodovaci meze pro klinickou interpretaci jsou
pét az sedmkrat vySsi.

Zjisténé diagnostické sensitivity a specifity jsou od-
povidajici nalezim nékterych autorti. Autofi Fernandéz
aspol.” dosahli diagnostické senzitivity na arovni 52,8 %
pfi  diagnostické specifit¢ 100 % na ELISA soupravé
Axis-Shield Diagnostics, Ltd, UK. Jednalo se vSak o paci-
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enty s Casnou revmatoidni artritidou, referencni mez byla
72 Uml™. V celé tadé dalSich publikacich jsou uvadény
diagnostické senzitivity vrozmezi 39-94 %, median
68,5 % pfti diagnostické specifité udavané v rozmezi 81 az
100 %, median 97 % (cit.?) . Rozhodujicim faktem, ktery
toto ovliviiyje, je tedy volba referencni meze, ¢i hladiny
diagnostické specifity. Lze viak Fici, ze metoda AXSYM®
Xtra Anti-CCP poskytuje srovnatelné vysledky diagnos-
tické senzitivity, tak specifity s ostatnimi detekénimi systé-
my’, pti 95% diagnostické specifité dosahuje diagnosticka
senzitivita hodnoty 70,5 %.

Vyznamnym faktem je vSak vysoka diagnosticka
specifita testu jak vzhledem k souboru kontroly, tak i vici
souboru RA — pacientim se systémovymi onemocnénimi
pojiva ¢i polyartritidami, coz je rovnéz v souladu s jiz pub-
likovanymi pracemi*’’. Fale$na pozitivita ve skuping
NONRA vedla v jednom ptipadé k pieklasifikovani choro-
by na revmatoidni artritidu a nejednalo se tedy o faleSnou
pozitivitu, zbyvajici 2 pfipady vSak odpovidaji publikova-
nym pracim ostatnich autorti, kdy se nalézd minimalni
Cetnost pozitivnich vysledkll u ostatnich chorob pojiva
jako jsou vaskulitidy, systémovy lupus erytematodes, po-
lyartridity>®®.

Urceni hladiny diagnostické specifity a té odpovidaji-
ci referenéni meze je rozhodujicim faktorem ovliviujicim
diagnostickou senzitivitu. Pokud porovname vysledky
riznych metod o stejné diagnostické specifité a kontrolni
skuping, ziskame prakticky shodné vysledky. U metody
anti-CCP je ziejmé, ze pii 95% diagnostické specifité
budeme mit dobrou diagnostickou senzitivitu cca 70 %, ale
stale 30 % pacientli bude mit negativni vysledek anti-CCP
i pres jasné klinické znamky revmatoidni artritidy. Didvod
této negativity neni jasny. Ne&které prace naznacuji, Ze
kloubni infiltraty se li$i v zastoupeni lymfocyti a typu
autoimunitni odpovédi v infiltratu'® a také je popsana vétsi
aktivita onemocnéni u anti-CCP pozitivnich pacientd'' &i
vétii tendence k progresi'®.

Zaveér

Metoda AxSYM® Xtra Anti-CCP spliiuje b&Zné ana-
lytické parametry a poskytuje automatizované stanoveni
anti-CCP protilatek po jednotlivych vzorcich.

Ma vysokou diagnostickou specifitu a senzitivitu,
ktera se nelisi od literarnich tidaja jinych vyrobcu.

Na zakladé nami zjisténych vysledkd navrhujeme
pouzit jako zakladni rozhodovaci mez pro metodu
AxSYM" Xtra Anti-CCP hodnotu 5,0 U ml™, ¢imz méme
zarucenou vysokou diagnostickou specifitu (100 % kont-
rolni skupina a 97 % ostatni onemocnéni pojiva a kloubit)
a diagnostickou senzitivitu 53 %. Na druhé strané hodnoty
AXSYM" Xtra Anti-CCP mezi 2,0-5,0 predstavuji zhru-
ba 40% riziko pfitomnosti revmatoidni artritidy a pfedsta-
vuji urcitou Sedou zonu, kdy je vhodné vysledek opakovat
s Casovym odstupem nékolika tydna.
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Pouzité zkratky

Anti-CCP  protilatky proti cyklickému
citrulinovanému peptidu

%CV varia¢ni koeficient v %

Kontroly  skupina zdravych dobrovolnikt — dérci krve

NONRA  skupina pacientd systémovymi
onemocnénimi pojiva ¢i kloubt

RA skupina pacientii s potvrzenou
diagnézou revmatoidni artritidy

SD smérodatna odchylka

Prace vznikla za podpory firmy Abbott Laboratories,
kterd poskytla diagnostické soupravy k testovani vzorkii.
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The aim of the study was to verify reproducibility,
limit of detection, reference limits and diagnostic value of
a new antiCCP2 method — AxSYM" Xtra Anti-CCP as a
marker of rheumatoid arthritis. Reference limits were veri-
fied on a group of 105 volunteers. Diagnostic performance
was assessed in a group of 95 patients with rheumatoid
arthritis and 75 patients with systemic connective tissue
diseases or polyarthritis. The AxSYM"™ Xtra Anti-CCP
assay achieved the day-to-day reproducibility 5.0-5.3 %,
the detection limit was 0.8 U ml™". The assay reached 71
% and 53 % diagnostic sensitivity at 95 % and 100 % di-
agnostic specificity with cut-off 2.0 U/ml and 5.0 U ml™,
respectively. We found also 4.2 % of positive values in
systemic connective tissue diseases above the cut-off
50U ml". The AxSYM" Xtra Anti-CCP assay provides
automated random access measurement of anti-CCP anti-
bodies with good analytical performance and diagnostic
sensitivity and specificity comparable with other methods.



