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POPIS KRATICA

2,3-BPG — 2,3-bisfosfoglicerat (engl. 2,3-bisphosphoglyceric acid )
CEA — karcinoembrionalni antigen (engl. carcinoembryonic antigen)
CRC - kolorektalni karcinom (engl. colorectal cancer)

DZS — Drzavni zavod za statistiku

FOBT - test fekalnog okultnog krvarenja (engl. fecal occult blood test)
HbAo, — hemoglobin Ao (engl. hemoglobin Ao)

Hb — hemoglobin (engl. hemoglobin)

HZJZ — Hrvatski zavod za javno zdravstvo

FIT — fekalni imunokemijski test (engl. fecal immunochemical test)

KBC — Klini¢ki bolni¢ki centar Osijek
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1. UvOoD

1.1. Hemoglobin

Hemoglobin (engl. hemoglobin - Hb) je globularni protein, odnosno protein sastavljen
od prosteticke skupine hema i globina. Njegova molekularna masa iznosi oko 64,5 kilodaltona.
U analizi pomocu difrakcije X-zraka pronadeno je da hemoglobin ima sferoidni oblik s
dimenzijama molekule 55 x 55 x 65 x 101 m. Hemoglobini raznih vrsta razlikuju se po
kristalnim oblicima, topljivosti, aminokiselinskom sadrzaju, afinitetu prema kisiku i
apsorpcijskim spektrima. Te su razlike vezane za proteinski dio same molekule, dok je hem

(feroproroporfirin) u svim vrstama jednak (1).

1.1.1. Grada hemoglobina

Osnovu grade hemoglobina Cine Cetiri hema i Cetiri polipeptidna lanca. Hem je ciklicki
tetrapirol koji se sastoji od pirolnih prstenova povezanih a-metenskim mostovima. Za tamno
crvenu boju hema vazan je planarni sustav konjugiranih dvostrukih veza koji apsorbira vidljivu
svjetlost. Supstituenti u B-polozaju hema ¢ine metilne, vinilne i propinoatne skupine. U sredistu
planarnog tetrapirola nalazi se jedan ion dvovalentnog Zeljeza. Taj je ion koordinativno vezan
na imidazol proksimalnog histidina. Oksidacija dvovalentnog zeljeza u trovalentni oblik

ponistava njegovu biolosku aktivnost (1, 2).

Polipeptidni lanci hemoglobina oznadavaju se kao a, B, v, 8 i &. Covjek je geneticki sposoban
sintetizirati i ugraditi takve lance u samu molekulu. Hb odrasla ¢ovjeka sastoji se od dvaju a-
lanaca i dvaju B-lanaca. Osim toga sadrzava i oko 2,5 % hemoglobina A2 koji se sastoji od
dvaju a-lanaca i dvaju d-lanaca i oko 0,5 % fetalnog hemoglobina. Lanci molekule gradeni su
od aminokiselina. Tako je a-lanac graden od 141 aminokiseline, a 3,y 16 od 146 aminokiselina.
Sekvencija aminokiselina u pojedinim lancima dokazana je pomocu elektroforeze u jednome
smjeru te kromatografije u drugome smjeru. To je takozvana finger prints-tehnika koju je uveo
Ingram. Do promjene neke aminokiseline u polipeptidnom lancu dolazi zbog mutacije gena
uzrokovane zamjenom jedne purinske ili pirimidinske baze u deoksiribonukleinskoj Kiselini.
Jedan od takvih slucajeva jest hemoglobin S, gdje je u B-polipeptidnom lancu u poloZzaju 6 valin
umjesto glutaminske kiseline. Tom se promjenom mijenja naboj cijele molekule, pa ga se moze

dokazati elektroforezom, a putuje sporije od normalnog Hb-a u elektri¢cnom polju (1).
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1.1.2. Bioloska funkcija hemoglobina

Hb je primarni prijenosnik Kkisika kod ljudi. Otprilike 98 % ukupnog Kkisika
transportiranog krvlju vezano je za hemoglobin, dok je 2 % otopljeno izravno u plazmi. Jedna
molekula kisika moze se vezati na atom zeljeza skupine hem, dajuci tada svakom hemoglobinu
sposobnost transporta ¢etiriju molekula kisika. Ta sposobnost sekvencijalnog vezanja kisika na
svaku podjedinicu rezultira sigmoidnim oblikom krivulje disocijacije oksihemoglobina. Razni
nedostatci u sintezi ili strukturi eritrocita, hemoglobina ili globinskog polipeptidnog lanca mogu
oslabiti kapacitet krvi za prijenos kisika i dovesti do stanja hipoksije. U prijenosu kisika ulogu
ima 2,3-bisfosfoglicerat (engl. 2,3-bisphosphoglyceric acid — 2,3-BPG) koji potjece iz
metabolizma glukoze. Kisik se veze s hemoglobinom kod visokog tlaka O», u plu¢ima i kad ne
sadrzava 2,3-BPG. Hb otpusta kisik pri nizem tlaku O tkivima, a deoksihemoglobin ¢vrsto
veze 2,3-BPG (1, 3). Osim prijenosa Oz iz pluca u periferno tkivo, Hb prenosi i uglji¢ni dioksid
kao nusproizvod disanja i proton iz perifernog tkiva u pluca. Uglji¢ni se dioksid prenosi u obliku
karbamata. Karbamati mogu mijenjati svoj naboj na amino-kraju iz pozitivnog u negativni te
tako uspostavljaju nabojne veze izmedu a i  lanaca. Hemoglobinski karbamati prenose oko
15 % ugljicnog dioksida u venskoj krvi. Preostali se ugljicni dioksid prenosi kao
hidrogenkarbonat. On nastaje u eritrocitima procesom Kataliziranim s enzimom

karboanhidrazom (2).

Jo§ jedna vazna uloga Hb-a jest njegovo pufersko djelovanje. Pufersko se djelovanje ocituje u
regulaciji acido-bazne ravnoteze i ovisi o obliku hemoglobina, tj. je li u obliku oksihemoglobina
ili je u reduciranom obliku. Oksigenacija Hb-a rezultira dodavanjem vodikovih iona u otopinu.
Oksigenacijom Hb-a dolazi do promjene konformacije jer se voda u hemu mijenja s kisikom, a
jako svojstvo kisika u privlacenju elektrona rezultira pomakom elektrona duz osi od imidazola.
Time se oslobada jedan proton, a imidazolska skupina postaje kiselija. Tako oksihemoglobin

otpusta vodik u okolis, a reducirani ga Hb prima i djeluje puferski u tkivima (1).

1.2. Hemoglobin u stolici

Krvarenje duz gastrointestinalnog trakta moze se pojaviti na bilo kojem dijelu, od usta
do anusa. Boja krvi varira ovisno o anatomskom mjestu dolaska. Svijetlo crvena boja upucuje
na krvarenje u donjem dijelu debelog crijeva, rektuma ili anusa. Tamno crvena boja moZze
ukazivati na krvarenje u gornjem dijelu debelog crijeva ili u tankome crijevu. Crna boja krvi

(melena) najcesc¢e upucuje na krvarenje u Zeludcu, jednjaku ili tankom crijevu. Crna boja stolice

2
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uzrokovana je krvlju koja je nekoliko sati bila izloZzena Zelucanoj kiselini, enzimima i
bakterijama koje se obi¢no nalaze na podru¢ju debelog crijeva. Ozbiljan i nagli gubitak krvi
moze biti popra¢en brzim pulsom, niZzim krvnim tlakom 1 smanjenim protokom urina.
Promijenjena boja stolice nekad moze biti uzrokovana konzumacijom odredene hrane ili
dodatcima prehrani koji sadrze zeljezo i multivitamine. Krvarenje u probavnom sustavu moze
ukazivati na benigno stanje poput hemoroida ili teski poremecaj poput Crohnove bolesti ili
karcinoma. Ako krv nije vidljiva golim okom, a detektirana je testovima sa specifi¢nim

kemikalijama, radi se o0 okultnome (skrivenom) krvarenju (4, 5).

1.3. Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (engl. colorectal cancer - CRC) jedan je od naj¢esc¢ih karcinoma
u ljudi te se podjednako pojavljuje u zena i muskaraca. Incidencija se razlikuje u pojedinim
dijelovima svijeta, a nesto je vi$a u razvijenim zemljama za razliku od zemalja u razvoju (40 /
100 000 do 60 / 100 000). Tumor se pojavljuje duz cijelog debelog crijeva, no uoceno je
povecéanje uéestalosti u proksimalnom dijelu. Cimbenici etiologije svrstavaju se u 3 skupine, a
to su obiteljsko nasljede, prehrana i kroni¢ne upalne bolesti. Ostali ¢imbenici koji mogu
povecati rizik jesu dob, osobna anamneza te nacin Zivota (puSenje, alkohol, sjedilacki nacin
zivota i pretilost) (6, 7). U osobnu anamnezu bolesnika spadaju polipi debelog crijeva, povijest
CRC-a ili rektalnog karcinoma. Od kroni¢nih upalnih bolesti isticu se ulcerozni kolitis i Crohnova
bolest. Tumori su najcesce lokalizirani u debelom crijevu, sa ili bez metastaza u obliznjim
limfnim ¢vorovima u trenutku dijagnoze. U ranom otkrivanju karcinoma klju¢ne su metode
probira, a najcesce se koriste testovi za trazenje krvi u stolici i kolonoskopija. Takve metode
mogu smanjiti u€estalost smrti od CRC-a. Osim toga tumorski biljezi, kao karcinoembrionalni
antigen (engl. carcinoembryonic antigen - CEA), mogu predvidjeti recidive i odgovor na
lijecenje jer oko 60 % tumora proizvodi CEA. Medutim CEA ima manju ulogu u dijagnostici
zbog nedostatka osjetljivosti i specifi¢nosti. CRC u ranijim stadijima obi¢no nema simptoma.
Uobicajeni simptomi ukljuc¢uju proljev, zatvor ili suzavanje stolice, krv u stolici (rektalno
krvarenje) te gréeve 1 nadutost koji ne prestaju. Takoder se moze javiti neobjasnjiv i iznenadan
gubitak tjelesne tezine, osjecaj stalnog umora te anemija zbog nedostatka zeljeza uz kroni¢no
krvarenje (8). Metoda izbora u lijeCenju kolorektalnog karcinoma jest kirursko lijecenje.

Zralenje se ne indicira u lijecenju malignoma debeloga crijeva (6).
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1.4. Epidemiologija kolorektalnog karcinoma u Hrvatskoj

Prema posljednjim podacima Registra za rak Republike Hrvatske, u 2020. godini CRC
je dijagnosticiran kod 3396 osoba (2007 muskaraca i 1389 zena). Prema podatcima baze umrlih
Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (HZJZ), odnosno Drzavnog zavoda za statistiku (DZS),
u 2021. godini umrlo je 2116 ljudi od CRC-a. Prema podatcima baze umrlih HZJZ-a, odnosno
DZS-a, u 2021. godini umrlo je 2116 osoba od CRC-a, a to je neznacajno vise nego za
trogodis$njeg pada (2018. — 2240 osoba i 2019. — 2095 osoba te u 2020. godini od iste bolesti
umrlo je 2079 osoba) (9).

1.4.1. Nacionalni program za rano otkrivanje raka debelog crijeva

Program ranog otkrivanja raka debelog crijeva u Hrvatskoj u skladu je s odrednicama
Nacionalne strategije razvitka zdravstva u kojoj se nalaze odrednice prevencije i ranog
otkrivanja raka. Program ranog otkrivanja raka debelog crijeva mnogo pridonosi poboljsanju
zdravlja populacije jer se preventivnim mjerama otkrivaju zlocudni tumori debelog crijeva u
ranom i ograni¢enom stadiju. Program obuhvaca sveukupnu ciljanu populaciju, a svi gradani
moraju imati jednaku mogucénost sudjelovanja, ukljucujuéi i socijalno najugrozenije. Upute i
preporuke za probir odnose se na populaciju s prosjec¢nim rizikom i bez specifi¢nih simptoma.
Osobe s povecanim rizikom moraju se drZati specificnih pravila te zapoceti probir u ranijoj dobi
ili s kra¢im intervalima izmedu probira. Osobe s prisutnim simptomima bolesti trebaju se
podvréi uobicajenim dijagnostickim postupcima (10). Pozivi na probir nehospitaliziranim
pojedincima S$alju se na kuéne adrese. Uz pozivno pismo ispitanici dobivaju tri testa i upute za
provedbu testa, odgovarajuci anketni upitnik i edukativnu broSuru o ranom otkrivanju raka
CRC-a koju je pripremilo Ministarstvo zdravstva i socijalne skrbi. Program je zapoceo 2007.
godine u organizaciji Ministarstva zdravstva. Svi gradani od 50 — 74 godine pozivaju se u
program. Prvi ciklus trajao je dulje od planiranog zbog zakonskih i financijskih problema
vezanih za uskladivanje sa zakonima Europske unije. Zavrsio je 2012. godine. Drugi ciklus bio
je u rujnu 2013. godine u reorganiziranom obliku, a ukljuéivao je edukacijsku i promotivnu
kampanju te sudjelovanje obiteljskih lije¢nika uz medicinske sestre (11). Svakih nekoliko
godina zapocinje novi ciklus tog programa. Oc¢ekivani ciljevi na po¢etku provedbe programa

bili su:

a) smanjiti smrtnost od raka debelog crijeva za najmanje 15 % pet godina nakon provedbe
programa

b) postic¢i obuhvat od najmanje 60 % pozvanih na testiranje
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C) otkriti rak u ranijem stadiju bolesti te tako poboljsati moguénost izljecenja, kvalitetu
Zivota i prezivljenje
d) posti¢i obuhvat rizi¢nih skupina stanovnistva ranim otkrivanjem raka od 75 % do 2015.

godine (10).

1.4.2. Testovi probira na okultno krvarenje

Svrha je probira, ili ranog otkrivanja raka debelog crijeva, smanjiti morbiditet i
mortalitet. Na probir se upucuju osobe sa srednjim ili visokim rizikom za pojavu bolesti koje
nemaju simptome CRC-a. Osobe sa srednjim rizikom jesu svi stariji od 50 godina koji bi trebali
sudjelovati u nacionalnim programima rane detekcije CRC-a. Osobe s visokim rizikom (upalne
crijevne bolesti, anamneze obiteljske polipoze ili nepolipoznog CRC-a s testiranjem trebaju
poceti ranije (40. godina) te se testirati ceS¢e (6). Brzi imunokemijski testovi za otkrivanje
fekalne okultne krvi zamjenjuju stariju metodu temeljenu na guaiacu. Interferencije, pa tako i
dio odgovaraju¢ih priprema, ovise o koristenoj metodi (12). Testiranje fekalnog okultnog
krvarenja (engl. fecal occult blood test - FOBT) provodi se svake druge godine. Osobe koje su
podvrgnute FOBT -u treba upozoriti da negativni nalaz ne znaci potpunu sigurnost da ne boluju
od polipa ili CRC-a (10). Imunokemijski testovi za fekalno okultno krvarenje (engl. fecal
immunochemical test - FIT) mogu biti kvalitativni ili kvantitativni. Kvalitativni FIT odreduje
rezultate kao pozitivne ili negativne na temelju vizualne interpretacije koriStenjem
imunokromatografije lateralnog protoka (13). To su brzi testovi posebno dizajnirani za
otkrivanje ljudskog Hb-a u fekalnim uzorcima pomoc¢u imunokemijske reakcije. Ti testovi
poboljsavaju otkrivanje poremecaja donjeg dijela probavnog sustava. Ranije komercijalno
dostupni testovi temeljeni na guaiacovom principu zahtijevali su posebna ograni¢enja u
prehrani kako bi se izbjegli lazni rezultati (14). Kod kvantitativnog FIT -a fekalna koncentracija
Hb-a mjeri se na automatiziranim uredajima pomoc¢u imunoturbidimetrije (13). Kvantitativni je
FIT razvijen u Finskoj kasnih 1980-ih. Predstavlja relativno novu verziju testa na fekalno
okultno krvarenje koja otkriva globinski dio intaktnog ljudskog Hb-a ili produkte njegove
razgradnje. Koristi antitijela specifi¢na za sadrzaj ljudskog globinskog lanca u stolici te je stoga
manje vjerojatno da ¢e na njega utjecati biljne peroksidaze, neljudski izvori hemoglobina i
lijekovi. (15). Pozitivna reakcija indikacija je za daljnje dijagnosticke procedure, najcesce
kolonoskopski pregled ili proktosigmoidoskopiju i irigografski pregled s dvostrukim

kontrastom (10).
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2. CILJEVI
Ciljevi ovog presje¢nog istrazivanja jesu:

1. Usporediti kvalitativhu imunokemijsku s novom kvantitativnom metodom za odredivanje

fekalnog hemoglobina.

2. Ispitati postoji li znacajna razlika u rezultatima kvalitativne imunokemijske i nove

kvantitativne metode za odredivanje fekalnog hemoglobina.
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3.1. Ustroj studije

Ova je studija ustrojena kao presjecno istrazivanje s podatcima prikupljenim iz
bolni¢kog informacijskog sustava. Presjecno istrazivanje analizira podatke iz populacije u
jednom trenutku u vremenu. Cesto se koristi za mjerenje prevalencije zdravstvenih ishoda,

razumijevanje odrednica zdravlja i opisivanje znacajki unutar populacije (16).

3.2. Ispitanici

Ovim je istrazivanjem obuhvaceno ukupno 24 nasumicna uzorka stolice pacijenata s
odjela za gastroenterologiju i hepatologiju Klinickog bolni¢kog centra Osijek (KBC). Od
ukupnog broja uzoraka, 9 je bilo muskaraca, a 15 Zena, razlicitih dobnih skupina. Oni su zbog
osobne 1/ili obiteljske anamneze i/ili rizicne zivotne dobi upucéeni na otkrivanje skrivene

(okultne) krvi, tj. fekalnog hemoglobina.

3.2.1. Prikupljanje uzoraka

Uzorci stolice pacijenata zaprimljeni su u Zavod za klini¢ku laboratorijsku dijagnostiku
KBC-a Osijek. Bilo je pozeljno izbjegavati alkohol, aspirin i druge lijekove koji se uzimaju u
vec¢im koli¢inama jer bi izazvali gastrointestinalnu iritaciju koja rezultira okultnim krvarenjem.
Navedeno su pacijenti trebali prestati konzumirati 48 sati prije testiranja, a takoder uzorke nisu
trebali uzimati tijekom ili unutar 3 dana od menstruacije, ako imaju hemeroide i krv u mokraci.

Nije bila potrebna posebna restrikcijska dijeta prije uzorkovanja jer se radi o FIT-ovima.

Ispitanici su za kvalitativni test prikupljali 3 uzorka u 3 uzastopna dana / 3 dana kada su
imali redovnu stolicu. Tijekom svakog prikupljanja koristili su posudicu na koju je bilo
potrebno oznaciti dan i broj uzorka (1. dan/ 1. uzorak). S povrsine stolice su, pomocu zli¢ice s
papira razvucenog na toaletu, uzeli uzorak s vise razli¢itih mjesta te ga prebacili u posudicu do
polovine. Dok nisu skupili sva 3 uzorka, posudice su morale stajati u hladnjaku na 2 — 8 °C
(14).

Uzorci za kvantitativhu metodu (po 1 uzorak od svakog pacijenta) prikupljeni u zelenu
tubicu sa Stapi¢em (10 mg). Tubica sadrzava dvostruke aluminijske brtve koje sprjeavaju
curenje uzorka i pregradu koja osigurava toan volumen. Takoder sadrzi integrirani filter
(uklanja fekalne ostatke i procis¢ava uzorak), spiralne utore na Stapicu koji uklanjaju visak

fecesa u komori, a k tome osiguravajuéi tocan kvantitativan rezultat i pufer za stabilizaciju
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uzorka. Pacijenti su prvo prikupili uzorak na papir, a zatim pomoc¢u aplikatora s utorima
postrugali povrsinu stolice (od jedne strane ka drugoj) i prenijeli ga u tubicu (Slika 1). Uzorak

je pravilno prikupljen ako su svi utori ispunjeni stolicom. (18).

Slika 1. Tubica i aplikator za prikupljanje uzorka za kvantitativnu analizu

Izvor: izradila autorica rada

3.3. Metode

KorisStene su dvije metode probira na kolorektalni karcinom. Metodama se trazila
prisutnost skrivene krvi u stolici (kvalitativno) i koncentracija Hb-a (kvantitativno). Probirne
metode ne sluze kao potvrda dijagnoze, ve¢ mogu uputiti na specifi¢niji kolonoskopski pregled.
Metode probira takoder su neinvazivne, relativno brze i mogu zastiti pacijenta od preuranjenih
ili nepotrebnih invazivnih pretraga. Prvo su po 3 skupljena uzorka od svakog pacijenta testirana
imunokromatografskom plo¢icom, CoproHemoGnost-om. Zatim su ponovno prikupljeni
uzorci pusteni na analizator OC-SENSOR Ceres, japanske tvrtke Eiken Chemical, radi

usporedbe i iskljuéenja lazno pozitivnih ili negativnih rezultata.

3.3.1. Brzi imunokromatografski test — CoproHemoGnost

a) Princip testa: Taj brzi test radi na principu imunokromatografije lateralnog protoka.
Nalazi se u kompletu koji ¢ine CoproHemoGnost testna traka, upute za primjenu testa te tubica
za razrjedenje uzorka s puferom. Test je kvalitativan i ukazuje na prisutnost vrlo male koli¢ine
krvi u stolici pojavom obojene linije na testnoj traci. Anti-hemoglobinska antitijela nalaze se
imobilizirana na testnoj regiji membrane. Tijekom testiranja uzorak reagira s anti-

hemoglobinskim antitijjelima konjugiranima s obojenim cesticama. Obojene su Cestice
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prethodno nanesene na jastuci¢ testa. Stvoreni kompleks uzorka i antitijela krece se

membranom kapilarnim kretanjem i reagira s reagensima na membrani (14).

b) Postupak testiranja: Oznaceni uzorci iz posudica svakog pojedinacnog dana
prebaceni su u testne tubice s puferom za razrjedenje te temperirani na sobnu temperaturu (15
—30 °C). Oznacene su testne tubice stavljene na €istu, ravnu povrSinu. Svaka se tubica morala
snazno protresti kako bi se stolica ravnomjerno pomijesala s puferom iz tubice koji sadrzi
natrijev azid. Bilo je potrebno slomiti vrh svake pojedine tubice pomocu papirnate maramice te
okomito ukapati 3 kapi u jazicu za uzorak na testnoj plocici (S). Za svakog je pacijenta postupak
ponovljen 3 puta, tj., s 3 uzorka. Nije smjelo do¢i do pojave mjehuri¢a. Rezultati su oc€itani

nakon 5 minuta, a nakon 10 plocica je bacena.

¢) Interpretacija: Ako u uzorku ima dovoljno ljudskog Hb-a na testnom (T) podrudju,
formirat ¢e se obojena linija. Prisutnost obojene linije uz pojavu obojene linije na kontrolnom
(C) podrudju znaci pozitivan rezultat. Pojava kontrolne linije ukazuje da je dodan odgovarajudi
volumen uzorka 1 da je doSlo do propustanja membrane. Nedovoljan volumen uzorka,
neispravan radni postupak ili istekao test moze dovesti do izostanka kontrolne linije. Prisutnost
samo kontrolne linije ukazuje na negativan rezultat (14). Srednja vrijednost rezultata svakog

pacijenta uzima se kao konacna, s obzirom na to da je svaki pacijent dao po 3 uzorka stolice.

3.3.2. Analizator OC-SENSOR Ceres, Eiken Chemical

a) Princip testa: Ovaj uredaj za kvantitativno mjerenje Hb-a u stolici (Slika 2) temelji
se na otkrivanju promjene intenziteta svjetlosti reakcijom lateks aglutinacije. Reakcija lateks
aglutinacije oznacava grupiranje Cestica polistirenskog lateksa osjetljivih na antigene ili
antitijela uzrokovane reakcijom antigen-antitijelo. Dolazi do promjene intenziteta svjetlosti
koja se rasprsuje prolazeci kroz reakcijsku tekucinu u kojoj se nalaze agregati lateksa. Metoda
na kojoj se taj sustav temelji naziva se ,,lateks turbidimetrija.” Lateks reagensi koji se koriste
sastoje se od cestica polistirenskog lateksa koje su oblozene anti-humanim hemoglobin Ag
(engl. hemoglobin Ao - HbAo) antitijelima. Kada se reagens pomijesa s uzorkom, anti-humana
HbAo antitijela na Cesticama lateksa reagiraju s Hb-om u uzorku te nastaju agregati lateksa.
Zbog agregata dolazi do zamucenja otopine i rasprSenja svjetlosti na tim istim agregatima.
Promjena apsorbancije svjetlosti po jedinici vremena koja je rezultat reakcije lateks aglutinacije

proporcionalna je koncentraciji Hb-a u uzorku (17).

b) Postupak testiranja: Nakon provedene kalibracije i pustenih kontrolnih uzoraka

(plava boja) kojima se provjerila ispravnost mjernog podrucja, postavljeni su OC-SENSOR FIT
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lateks reagensi, pufer i kivete na oznaCena mjesta u analizatoru (po brojevima). Reagensi i pufer
za taj analizator gotovi su i spremni za upotrebu, samo ih je potrebno lagano preokrenuti
nekoliko puta s jedne strane na drugu. Nije ih potrebno dovoditi na sobnu temperaturu. Nakon
unesenih parametara u sustav, provjereno je ima li dovoljno otopine za pranje, volumen vode i
odvodni spremnik. Zatim je oznafene tubice za uzorke trebalo lagano protresti kako bi se
sjedinili s puferom za stabilizaciju te su stavljeni na stalak (zelena boja) i zatvoren je poklopac.
Filtrirani uzorak ulazi u dio ¢aSe za uzorak kada ga instrument stisne, a zatim se uzorkuje u
reakcijsku kivetu. Uzorci su automatski pro¢iséeni zahvaljujuéi integriranom filteru u tubicama.
Ispisani rezultati izlaze u roku od 7 minuta. Reakcija svakog uzorka usporeduje se s izradenom
kalibracijskom krivuljom. Izracunava se koncentracija humanog hemoglobina (ng/mL).

Pretvorba jedinica u OC-SENSOR sustavima vr$i se prema sljedecoj jednadzbi:

pg Hb/g stolice = 0,2 x (ng Hb/mL pufera) (17, 18).

B Ceres

Slika 2. Automatski analizator OC SENSOR Ceres

Izvor: izradila autorica rada

3.4. Statisticke metode

Za statisticku analizu upotrijebljen je statisti¢ki program MedCalc (MedCalc Software

Ltd, Ostend, Belgium, inacica 22.019; https://www.medcalc.org; 2024).

10
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Kategoricki podaci su predstavljeni apolutnim i relativnim frekvencijama. Normalnost
raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro - Wilkovim testom, a zbog razdiobe koja
ne slijedi normalnu, i male veli¢ine uzorka, podaci su opisani medijanom i granicama
interkvartilnog raspona. Za testiranje slaganje izmedu dvije metode koristio se Kappa test (uz

iskazan 95 % raspon pouzdanosti).

11
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4. REZULTATI

U istrazivanju su sudjelovala 24 pacijenta, od kojih je bilo 15 Zena (63 %) i 9 muskaraca (37 %).
Medijan dobi pacijenata je 73 godine (interkvartilnog raspona od 67 do 80 godina) u rasponu
od 34 do 91 godina (Tablica 1).

Tablica 1. Osnovna obiljezja pacijenata

Spol [n (%)]

Muskarci 9(37)
Zene 15 (63)
Dob (godine
(& ) 73 (67 — 80)

[Medijan (interkvartilni raspon)]

Analizirana su 24 fekalna uzorka dvjema metodama za odredivanje hemoglobina u stolici.
Medijan izmjerenih vrijednosti hemoglobina u stolici, metodom na OC-SENSOR Ceres-u je
17,5 ng/ml, u rasponu od 0 ng/ml do 731 ng/ml. S obzirom na izmjerene vrijednosti FIT
metodom na OC-SENSOR Ceres-u, uo¢ava se da je 16 (67 %) negativnih i 8 (33 %) pozitivnih
osoba. Kod CoproHemoGnost metode, odredivanjem hemoglobina u stolici utvrdeno je 14 (58
%) negativnih i 10 (42 %) pozitivnih osoba. Testiranjem slaganja dvije metode, uocava se da

postoji dobro (kx od 0,61 do 0,80) slaganje metoda (Kappa test, k = 0,65) (Tablica 2, Slika 3).

12
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Tablica 2. Raspodjela pacijenata prema nalazu hemoglobina u stolici s obzirom na dvije metode

Broj (%) pacijenata

prema FIT metodi na OC-Sensor «  95%raspon
Ceres-u pouzdanosti
Negativno  Pozitivno  Ukupno
Negativno 13 1 14 (58)
0,65 0,34-0,96
CoproHemoGnost  , +ino 3 7 10 (42)
metoda
Ukupno 16 (67) 8 (33) 24 (100)
*Kappa test
80
70
60
g 50
2 40
k=)
T 30
20
10
0
Negativno Pozitivno

B FIT na OC-Sensor Ceres-u  ®m CoproHemoGnost

Slika 3. Raspodjela pacijenata prema odredivanju hemoglobina u stolici pomoc¢u dvije metode
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Populacijski probir omogucuje primarnu prevenciju i rano otkrivanje CRC-a, s vrlo
povoljnim u¢inkom na mortalitet. Dostupan je Sirok izbor testova probira za CRC, a najcesce
se koriste testovi na okultno krvarenje u stolici (15). Ovim je istraZivanjem provedena
usporedba dviju imunokemijskih metoda, od kojih je jedna brzi imunokromatografski test, a
druga na automatskom analizatoru OC-SENSOR Ceres. Oba testa imaju svoju dijagnosticku
korisnost i povecavaju izgled za otkrivanje CRC-a u ranoj fazi, ali i postojanje drugih
poremecaja vezanih za gastrointestinalni trakt. Jednostavnost prikupljanja uzorka,

neinvazivnost, brzina i smanjen broj interferencija znacajno doprinose laboratorijskoj obradi.

U ovome istrazivanju ciljevi su bili usporediti dvije imunokemijske metode za
kvalitativno i kvantitativno odredivanje Hb-a u stolici te ispitati razliku u rezultatima. Rezultati
kvalitativnog FIT-a vizualno se tumace kao pozitivni ili negativni. Za kvantitativni FIT,
analizator OC-SENSOR Ceres objavljuje numericke rezultate u ng/ml, a vrijednosti koje
prelaze odredenu granicu smatraju su pozitivnima (13). Kvalitativni CoproHemoGnost test
otkrivanjem ljudskog Hb-a bez ograni¢enja u prehrani nadopunjen je automatskim
analizatorom s vrhunskim analitickim performansama. Kako bi se metode usporedile, ispitane
su 2 skupine pacijenata (muskarci i Zene), a u njima normalnost raspodjele varijabli, medusobno

slaganje metoda i raspodjela Hb-a uzorcima stolice.

Od ukupno 24 ispitanika, vise od polovine ispitanika ovog istrazivanja ¢inile su Zene
(63 %), a nesto je manje bilo muskaraca (37 %). Kao mjera sredi$nje tendencije koristen je
medijan, a kao mjera rasprSenosti interkvartilni raspon. Medijan dobi pacijenata s pripadaju¢im
interkvartilnim rasponom ukazuje na stariju populaciju (Tablica 1). Ovakav je demografski
profil i o¢ekivan jer su testovi probira na CRC uglavnom preporuéeni osobama starijim od 50
godina. Takoder, rizik od CRC-a raste s godinama. (6, 19). Nadalje, navedene su mjere dobri
pokazatelji prosjecne vrijednosti i rasprsenosti jer se u ovome istrazivanju radi o populaciji U
kojoj raspodjela varijabli ne slijedi normalnu. To moze biti posljedica vrlo malog broja uzoraka
(gotovo je nemoguce posti¢i normalnu distribuciju zbog sluéajnih varijacija) te postojanje
ckstremnih vrijednosti. Takoder, nenormalnu distribuciju moze pratiti heterogenost uzoraka. U
ovome su istrazivanju sudjelovali pacijenti s razli¢itim gastrointestinalnim poremecajima te je

Hb u njih razlicito rasporeden.

Medijan koncentracija Hb-a na analizatoru oznacava koliko se koncentracije

hemoglobina razlikuju medu pacijentima i kako se te vrijednosti grupiraju oko sredi$nje
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vrijednosti. S obzirom na vrijednost od 17,5 ng/ml, koncentracije Hb-a su relativno ravnomjeno

rasporedene i nema velikih ekstremnih vrijednosti koje bi znacajno utjecale na prosjek (21).

U kontekstu usporedbe dviju metoda, znaéajno je spomenuti da je kvalitativna metoda
(CoproHemoGnost) pokazala nesto veci broj pozitivnih rezultata (42 %), a kvantitativna manje
(33 %) pozitivnih (Slika 3). To moze upucivati na pogreske prilikom prikupljanja uzorka od
strane pacijenata u predanalitickoj fazi ili laboratorijske pogreske prilikom izvodenja testa.
Prisutnost krvi u uzorcima stolice moze biti posljedica hemoroida, nedavne iritacije Zeluca, a
krv u mokraci takoder je mogla utjecati na rezultate. Dodatno, predugo stajanje uzorka na
sobnoj temperaturi, neravnomjerno rasporedena Krv ili nedovoljno pomijesan uzorak s puferom
mogu utjecati na varijacije u rezultatima (14). Automatski analizator OC-SENSOR Ceres
pokazuje vecu specificnost kvantitativne metode te tocno odredena koli¢ina uzorka (10 mg)
prolazi analizu. Raspon mjerenja kvantitativne metode jest do 1000 ng/ml, a u kvalitativnoj
metodi od 40 — 1000 ng/ml. Medutim raspon mjerenja analizatora moze varirati ovisno o prirodi
uzoraka stolice 1 specificnim postupcima koriStenim prilikom kalibriranja, potrebnim za
najve¢u mogucu tocnost i preciznost. Takoder grani¢na vrijednost za CRC visa je u
kvantitativnoj metodi (100 ng/ml), a kvalitativan test izbacit ¢e pozitivan rezultat kada

koncentracija Hb-a prelazi 40 ng/ml te detektira Hb na puno nizoj razini. (14, 17).

Kako bi se ispitalo slaganje izmedu ovih dviju metoda, koristen je Kappa test. Cohenov
kappa koeficijent (k), robusna je statistika i mjera slaganja izmedu dva zavisna kategoricka
uzorka. Sli¢no koeficijentima korelacije, moze varirati od -1 do +1. K od 0,65 za 95% interval
pouzdanosti upuc¢uje na dobro slaganje izmedu ove dvije metode (Uz manji stupanj neslaganja),
Sto znaci da se metode slazu u svojim rezultatima viSe nego Sto bi se ocekivalo, budu¢i da se
radi o dva posve razlidita principa. Siri interval pouzdanosti (0,34 — 0,96) moze ukazivati na
vecu nesigurnost mjerenja zbog malog broja uzoraka ili varijabilnosti u podacima. Vazno je
istaknuti da usporedni rezultati ¢etvero pacijenata nisu sukladni. Dakle, 1 pacijent imao je
negativan nalaz u CoproHemoGnost metodi, ali pozitivan na analizatoru. Takoder, 3 su
pacijenta su imala pozitivan nalaz u CoproHemoGnost metodi, ali negativan prema metodi na
analizatoru (Tablica 2 ). Ovakvi rezultati takoder upucuju na odredene razlike u osjetljivosti i
specifi¢nosti metoda. Kvalitativna metoda ne moze dati broj¢anu vrijednost Hb-a u stolici te je
time manje precizna i subjektivnija. Kvantitativna metoda na analizatoru OC-Sensor Ceres
prema proizvodacu postigla je najnizi limit detekcije (6 ng/ml) 1 kvantitativnu osjetljivost medu

svim analizatorima iz iste serije. Sistem dopusta mjerenja s visokom linearnos¢u, od limita
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kvantifikacije (20 ng/ml) do gornje granice mjerenja. Analizator takoder moze prepoznati
prozonski ucinak i rezultate kontrole kvalitete (na 3 razine) moze prikazati na kontrolnoj karti.
Sukladno tome, ako je izmjerena vrijednost ispod gornje granice mjerenja, uzorak se prepoznaje
kao unutar prozone. CoproHemoGnost ne pokazuje prozonski u¢inak. Tome posljedica moze
biti lazan rezultat koji se ne moze prepoznati kao na analizatoru te test onda moze pokazati

odsutnost kompleksa, ¢ak i kada je antigen u uzorku prisutan (14, 18, 22, 23).

Ming Lu i sur. proveli su sli¢no istrazivanje 2021. godine usporedujuci 3 kvalitativna s
jednim kvantitativnim FIT-om. Kvantitativni FIT bio je proveden takoder na automatskom
analizatoru OC-SENSOR Ceres-u, japanske tvrtke Eiken Chemical. Sudjelovalo je ukupno
3825 sudionika koji su bili podvrgnuti kolonoskopiji u osnovnoj fazi probira po protokolu
studije. Uz njih je dio sudionika donirao uzorke stolice 1 valjane rezultate za sva Cetiri testa,
ostavljajuci 3144 prihvatljiva sudionika za kona¢nu analizu. Dosli su do zakljucka da postoje
razlike u dijagnostickoj ucinkovitosti kvalitativnih 1 kvantitativnih FIT -ova tijekom koristenja
pragova koje su unaprijed postavili proizvodaci ili istih pragova. Medutim takva bi se
heterogenost mogla prevladati prilagodbom pragova kako bi se dobile usporedive specifi¢nosti

I stope pozitivnosti (13).

Slicnu su studiju proveli Le Wang i sur. 2019. i 2020. u gradu Haining, kada su
usporedivali kvalitativni FIT za kojeg su pacijenti prikupili 2 uzorka stolice te kvantitativni, za
koji je bio potreban po 1 uzorak. Sudionici u dobi od 40 - 74 pozvani su da produ program
probira za CRC. Cilj ove studije bio je usporediti prinos probira izmedu kvantitativnog FIT-a i
kvalitativnog FIT-a za CRC. Pragovi pozitivnosti bili su 20 i 1-5 pg Hb/g stolice za
kvantitativne i kvalitativne FIT-ove. Dosli su do zakljucka da kvantitativni FIT s jednim
uzorkom za probir CRC povecava stopu otkrivanja uznapredovale neoplazije i smanjuje

opterecenje kolonoskopijom, u usporedbi s kvalitativnim FIT-om s dva uzorka (24).

S obzirom na dobivene rezultate, moze se reéi da su obje imunokemijske metode za
odredivanje Hb-a u stolici opravdale svoju dijagnosti¢ku korisnost te ne postoji znacajna razlika
medu njima. Iste su pokazale slaganje koje postavlja temelj za njihovo usporedno koristenje.
lako manje varijabilnosti postoje te se mogu pripisati subjektivnosti kvalitativne FIT metode,

nisu znacajne.
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Usporedbom kvalitativne i kvantitativne imunokemijske metode za odredivanje Hb-a u

fekalnim uzorcima mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1) Usporedbom kvalitativne s kvantitativnom FIT-metodom na automatskom analizatoru
nije uocena statisticki znacajna razlika u rezultatima.

2) Kappa testom uoceno je dobro slaganje kvalitativne i kvantitativne FIT-metode, s
varijacijama koje nisu znacajne.

3) Kvalitativnu FIT metodu izvrsno je nadopunio analizator s vrhunskim analitickim
performansama.

4) Rezultate kvalitativne FIT metode pozeljno je potvrditi kvantitativnom metodom koja

ima moguénost davanja broj¢anih koncentracija.
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7.SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA: Usporediti kvalitativnu imunokemijsku s novom kvantitativnom
metodom za odredivanje fekalnog hemoglobina te ispitati postoji li znacajna razlika u

rezultatima.
USTROJ STUDIJE: presjecno istrazivanje

ISPITANICI | METODE: Ovim je istrazivanjem obuhvaceno 24 nasumicna uzorka stolice
pacijenata s odjela za gastroenterologiju i hepatologiju Klinickog bolnickog centra Osijek
(KBC), a analizirani su kvalitativnom CoproHemoGnost metodom i kvantitativnom metodom
na analizatoru OC-SENSOR Ceres. Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirana je
Shapiro - Wilkovim testom, a podaci su opisani medijanom i granicama interkvartilnog

raspona. Za testiranje slaganje izmedu dvije metode koristio se Kappa test.

REZULTATI: Uoceno je dobro slaganje izmedu dviju metoda za odredivanje fekalnog
hemoglobina pomoc¢u Kappa testa uz 95% interval pouzdanosti (k = 0,65). Takoder su uo¢ena
4 rezultata koja nisu sukladna prilikom usporedbe. Koncentracije Hb-a su relativno

ravnomjerno rasporedene i nema velikih ekstremnih vrijednosti.

ZAKLJUCAK: Usporedbom kvalitativne s kvantitativnom FIT-metodom na automatskom
analizatoru nije uocena statisticki znacajna razlika u rezultatima. Metode se dobro slazu i
nadopunjavaju, ali rezultate kvalitativne FIT metode pozeljno je potvrditi kvantitativnom

metodom koja ima moguénost davanja brojcanih koncentracija.

KLJUCNE RIJECI: hemoglobin, imunokemija, kvalitativna metoda, kvantitativna metoda,

stolica, usporedba.
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Immunochemical method for quantitative determination of hemoglobin in stool

OBJECTIVES: This paper aims to compare the qualitative immunochemical method with the
new quantitative method for determining fecal hemoglobin and to examine whether there is a

statistically significant difference in the results.
STUDY DESIGN: A cross-sectional study.

PARTICIPANTS AND METHODS: This study included 24 random stool samples from
patients from the Department of Gastroenterology and Hepatology of the University Hospital
Center Osijek (KBC), and were analyzed using the qualitative CoproHemoGnost method and
the quantitative method on the OC-SENSOR Ceres analyzer. The normality of the distribution
of numerical variables was tested by the Shapiro-Wilk test, and the data were described by the
median and boundaries of the interquartile range. The Kappa test was used to test the agreement

between the two methods.

RESULTS: A good agreement was observed between the two methods for determining fecal
hemoglobin using the Kappa test with a 95% confidence interval ( k= 0.65). There were also 4
results that were inconsistent when compared. Hb concentrations are relatively evenly

distributed and there are no large extremes.

CONCLUSION: A comparison of the qualitative and quantitative FIT method on an automatic
analyzer did not reveal a statistically significant difference in the results. The methods are well
matched and complemented, but the results of the qualitative FIT method should be confirmed

by a quantitative method that has the ability to give numerical concentrations.

KEY WORDS: hemoglobin, immunochemistry, qualitative method, quantitative method,

stool, comparison.
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