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EPBS: PROMOTING AND SUPPORTING EDUCATION FOR
BIOMEDICAL SCIENTISTS

M. Culliton, MSc, MBA, FAMLS. President European Association for Professions in
Biomedical Science.

The EPBS is committed to ensuring that the qualifications, education, training and
competencies of Biomedical Laboratory Scientists are maintained at a level that ensures
patient safety and matches the aspirations of a vibrant profession.
EPBS recommends that education programmes for Biomedical Scientists should equip
graduates to be employed as decision makers in clinical laboratories. The programmes should
prepare graduates to participate in leading and developing the clinical laboratory service
ensuring patient safety, quality assurance and scientific rigour.
e The minimum standard of education for Biomedical Scientists acceptable to EPBS is a
Bachelor level or 1% cycle (180 -240 ECTS) under the Bologna Process
e Progress to higher level degrees of Masters and PhD is an integral part of the
Education and Training of Biomedical Scientists

This presentation will outline the work of EPBS in assisting member organisations to achieve
the goal of Bachelor level gqualifications, the formation of the European Academic Network
and will provide an update on the European Masters Programme MARBLE.

EPBS recognises the important role of lifelong learning for Biomedical Scientists. Work on
the European Continuous Professional Development programme EucoLABS will be
presented.

The strategy of EPBS is to ensure that Biomedical Scientists are equipped to take their role as
Diagnostic Partners in Patient Healthcare.
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THE ROLE OF MEDICAL LABORATORY STAFF IN
HISTOPATHOLOGICAL DIAGNOSTICS

M. Kos

Clinical Department of Pathology "Ljudevit Jurak”, Clinical Hospital Center "Sestre milosrdnice",
Zagreb, Croatia

The role of medical laboratory staff in the diagnostic chain in routine surgical pathology

is very important, because they are included in every step of the diagnostic process. During
this process many things can go wrong, the ID numbers can be mixed up, the tissue may be
misplaced, the chemicals in the histokinette can be wrong, and the maintenance of the
machines can be neglected. When cutting the slides, the knives can be old, the cuts to thick
and unreadable making it difficult for the pathologist to provide the correct diagnosis that
determines the fate and further therapy for the patient. In Croatia, the undergraduate study of
medical laboratory diagnostics exists at the University of Applied Health Studies, but its
curriculum doesn't offer enough practical knowledge for routine work in histopathological
laboratories. Therefore, the young graduates have to learn through practice and with a lot of
help from more experienced colleagues. Every day work of
histotechnicians/histotechnologists requires responsibility, repetitiveness, exposure to job
hazards, decision making and a certain level of competition, and the ability to work under
pressure. They have to be aware of their importance for the correct diagnosis, and take their
work very seriously. Because every chain is as strong as its weakest link, they must not permit
their work to be that weakest link.
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UPRAVLJANJE KVALITETOM U LABORATORIJSKOJ MEDICINI
AM. Simundié
Klinicki zavod za kemiju, Klini¢ki bolnicki centar Sestre milosrdnice, Zagreb

Laboratorijski nalazi ¢ine 70 % informacija na kojima se temelje lijecnic¢ke dijagnoze, a svaka
pogreska u laboratoriju moze imati ozbiljne posljedice na zdravlje bolesnika, ishod i troskove
lije¢enja. Upravo je iz tog razloga laboratorijska medicina oduvijek bila vodeca disciplina u
zdravstvu kad govorimo o upravljanju kvalitetom. Kvalitetu definiramo kao mjeru kojom neki
sustav, proizvod ili usluga ispunjava odredene zahtjeve ili oCekivanja njegovih korisnika.
Nasa je zadaca zapitati se: §to je to Sto od nas ocekuju nasi korisnici i kako im to mozemo
pruziti? To je temeljna postavka na kojoj pociva sustavno upravljanje kvalitetom. Upravljanje
kvalitetom u svakom sustavu neminovno dovodi do smanjenja broja pogreSaka i gubitaka
(engl. waste). Gubitak moze biti gubitak (ili rasipanje) materijalnih sredstava, no isto tako i
ljudskih potencijala i vremena. Upravljanje kvalitetom u laboratorijskoj medicini
podrazumijeva skup aktivnosti koje za cilj imaju: a) osigurati uspostavu sustava kvalitete te b)
ucinkovit mehanizam neprekidnog poboljsanja. Kao takvo, upravljanje kvalitetom mora biti
vazan strateSki cilj svakog laboratorija. Kako bi se taj cilj ostvario, nuzno je osigurati da
temeljna nacela i postupci koji proizlaze iz politike kvalitete budu ugradeni u sve poslovne
procese i sve njihove segmente. 1z toga proizlazi da nadzor nad kvalitetom u jednom
medicinskom laboratoriju mora obuhvatiti sve korake tijekom bilo koje faze laboratorijskog
rada, od zadavanja pretraga, pripreme bolesnika, identifikacije bolesnika, uzorkovanja,
dostave uzoraka, centrifugiranja, analize, izdavanja nalaza i interpretacije rezultata. U tu svrhu
iznimno je vazno poznavati sve potencijalne izvore varijabilnosti laboratorijskih nalaza te
ucinkovite metode provjere analitickih znacajki metoda i mjernih sustava. Samo odgovorno
primjenjujuci ta znanja moZemo osigurati laboratorijske usluge po mjeri nasih korisnika.
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EDUKACIJA MEDICINSKO LABORATORIJSKIH DJELATNIKA U RH

J.Mati¢ ', E. Kopacin 2 N. Suci¢®

LKBC “Sestre milosrdnice” Zagreb, Klini¢ki zavod za patologiju “Ljudevit Jurak”
2 Zavod za javno zdravstvo OBZ Osijek, Sluzba za mikrobiologiju
¥ Nastavni zavod za javno zdravstvo PGZ Rijeka, Mikrobioloski odjel

Podru¢je medicinsko laboratorijske djelatnosti obuhvaéa klinicku biokemiju, klinicku
mikrobiologiju, klini¢ku patologiju, i u novije vrijeme. molekularnu biologiju u kojem rade
zdravstveno laboratorijski tehnicari, inZenjeri i prvostupnici medicinsko laboratorijske
dijagnostike kao ¢lanovi, prije svega, tima s lije€nikom specijalistom iz podruc¢ja laboratorijske
medicine, a zatim i1 medicinsko biokemijskog tima (voditelj magistar medicine biokemije).

Obrazovanje medicinsko laboratorijskih djelatnika u Republici Hrvatskoj provodi se u
strukovnim Skolama zdravstvenog usmjerenja za zanimanje zdravstveno laboratorijski tehnicar u
trajanju od 4 skolske godine te na veleucilistu i fakultetima sukladno s Bolonjskim procesom i to
kroz trogodis$nji preddiplomski studij (stru¢ni i sveucili$ni) 1 nastavno na njega dvogodisnji
diplomski studij §to omogucava napredovanje prema doktorskim studijima, po uzoru na druge
zemlje u Europi i svijetu.

Usporeduju¢i obrazovanje u RH 1 drZzavama EU najizraZenija je razliCitost u obrazovanju za
zanimanje zdravstveno laboratorijski tehnicar zbog ¢ega je nuzna promjena nastavnog plana i
programa.

Vise razine obrazovanja u RH su relativno uskladene glede nastavnih planova i programa sa
drzavama EU, no u okviru Europske zajednice tezi se harmonizaciji obrazovnog standarda te
ujednacenosti naziva za profesiju i kompetencije.

Unato¢ uspostavljenoj obrazovnoj vertikali u RH u obrazovanju mladih, kvalifikacija nije
dovoljno prepoznatljiva. Poslodavcima su prvostupnici nedovoljno prepoznatljivi sa svojim
kompetencijama. Mora biti jasno $to donosi diploma prvostupnika, odnosno da su educirani za
pragmati¢ne svakodnevne poslove u dijagnostici, a magistri su ti koji se educiraju da suraduju u
znanosti.

Svi medicinsko laboratorijski djelatnici u RH su regulirani zakonom i u obvezi su ishodenja
dozvole za samostalni rad.

Kljuéne rijeci: obrazovanje, nastavni plan i program, kompetencija
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THE INTERACTION BETWEEN P53 AND OXIDATIVE STRESS
LEVELS IN ALYMPHOMA CELL LINE IRRADIATED WITH
IONINZING RADIATION

F. Mendes"??, T. Sales™*, S. Schugk’?®, K. Santos®, C. Domingues>®, A. M. Abrantes >3, A. C.
Gongalves>®, M. Laranjo', J. Casalta-Lopes®’, P. César’, P. Soares’, A. B. Sarmento
Ribeiro®®®, M. F. Botelho™*, M. Santos Rosa’

!Biophysics Unit, IBILI, Faculty of Medicine, University of Coimbra, Portugal;

“Biomedical Sciences Department, ESTeSC-Coimbra Health Coimbra, Polytechnic Institute Coimbra, Coimbra,
Portugal;

*CIMAGO, Faculty of Medicine, University of Coimbra, Coimbra, Portugal;

*Biochemistry Department, Faculty of Sciences and Technology, University of Coimbra;

*Biomedical Laboratory Science Department, University of Gothenburg, Gothenburg, Sweden;

®Applied Molecular Biology and University Clinic of Hematology, Faculty of Medicine, University of Coimbra,
Portugal;

"Radiotherapy Service, Hospital and University Center of Coimbra;

83ervice of Clinical Hematology, Hospital and University Center of Coimbra, Coimbra, Portugal;

°*Immunlogy Institute, Faculty of Medicine, University of Coimbra, Coimbra, Portugal

Introduction

Cancer represents the leading cause of death in economically developed countries. Recent
studies demonstrated that cancer predisposition is related to patient immunosuppressive
conditions such as primary infections, autoimmunity, post-transplantation deprivation and
treatment with chemotherapeutic drugs.

Lymphomas are lymphoproliferative malignancies arising at multiple stages of normal
lymphoid cell development, being divided in Hodgkin or Non-Hodgkin lymphoma (NHL).
Diffuse large B-cell lymphoma (DLBC-L), is a heterogeneous entity mainly diagnosed in
middle-aged adults, constituting the most commonly occurring variant of NHL in the western
world.

Radiotherapy (RT) in combination with chemotherapy, and monoclonal antibody targeted to
CD20 are the hallmark treatments for this pathology.

lonizing radiation (IR) induces direct and indirect well known cellular effects, namely single
and double strand breaks in DNA sister-chromatide exchanges, chromosome aberrations,
apoptosis, micronucleation, transformation, mutations, gene expression alterations and
generation of oxidative stress (OS) molecules. Many tumors show an increased expression of
antioxidant molecules, which could enhance the radiotherapy resistance in tumor cells by
neutralizing free radicals, being this a major problem associated with RT failure. Moreover,
OS effects may be mediated by mitochondria dysfunction and/or alteration of P53 expression
levels.

The importance of further investigations of the cellular mechanisms induced by RT may
provide an improvement of the technique that could allow circumventing RT failure
contributing to a greater survival rates in patients.

Aim
To evaluate the effects of X radiation (Rx) in a DLBC-L line namely in cell viability,

proliferation and death. We also wanted to study some of the mechanisms involved, namely
the role of ROS, mitochondria dysfunction, DNA damage and p53 levels.
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Methods

A diffuse large B-cell lymphoma cell line, the FARAGE cells, was maintained in culture and
exposed to RX in range between 0.5Gray (Gy) and 60 Gy.

Cell Viability and proliferation were assessed by Trypan Blue exclusion assay at intervals of
24 hours during a period of 96 hours after RX exposure. Survival factor (SF) was determined
with Clonogenic assays after 7 days of incubation. Cell morphology was evaluated by May-
Grunwald-Giemsa staining. Cell cycle status, type of cell death, mitochondrial membrane
potential (MMP), levels of reactive oxygen species (ROS) and anti-oxidant defences (GSH) as
well as BAX/BCL-2 ratio were measured by flow cytometric analysis in cells incubated for
48h after RX exposure.

DNA damage was also evaluated 48h after irradiation using comet assay.
P53 quantification was performed by Western blot technique, subsequently to protein
extraction and quantification.

Results

Our preliminary results show that IR induced a cytotoxic and cytostatic effect in FARAGE
cells in a dose and time dependent manner. Clonogenic assays are an asset to test the
cytotoxicity of IR as they allow one to analyse the effects of RX in cells after a long period of
time and determine the outcome of radiation on cells. Through this technique, it was observed
that as radiation increases, the survival factor of cells significantly decrease. Furthermore, IR
induce morphological characteristics of cell death mainly by apoptosis; as we can observe
blebbing chromatin condensation, nuclear fragmentation and apoptotic bodies which are
confirmed by flow cytometry studies which revealed an increase in early apoptosis and
necrosis and by cell cycle analysis showing an increase of sub GO/G1 peak. These results may
be related with the observed increase in P53, BAX/BCL-2 ratio (about 2.33 compared to
control) and ROS levels. These results could contribute to the DNA damage observed by
comet assay. Besides that, IR shows an ant proliferative effect confirmed by a G2/M phase
cell cycle arrest.

Conclusion

Our results suggest that RX induces a decrease in FARAGE cells proliferation and viability in
a dose and time dependent manner, inducing cell death preferentially by apoptosis and/or
necrosis. These results are in agreement with the observed cell cycle arrest, increase in ROS
levels and decrease in MMP. Furthermore, we observed an increase in p53 levels after
radiotherapy, suggesting that the response of this kind of lymphoma to radiotherapy may by
influence by OS and p53 levels.

Key words
Diffuse large B-cell lymphoma, lonizing Radiation, BAX/BCL-2, P53, oxidative stress
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HARMONIZACIJA TESTIRANJA OSJETLJIVOSTI NA ANTIBIOTIKE
U EUROPI - EUCAST STANDARDI

A. Tambié Andrasevié, 1. Buti¢

Klinika za infektivne bolelsti, Zagreb, Hrvatska

Testiranje osjetljivosti bakterija na antibiotike i interpretacija nalaza je postalo sve zahtjevnije
s obzirom da bakterije stalno razvijaju nove mehanizme otpornosti na antibiotike. Osnovna
metoda za odredivanje osjetljivosti bakterija na antibiotike je odredivanje minimalnih
inhibitornih koncentracija (MIK) pojedinih antibiotika za ispitivani soj. Prema MIK
vrijednostima odredene su 1 kompatibilne vrijednosti veli¢ine zone inhibicije koje se mjere u
mnogo ¢esc¢e primjenjivanoj metodi disk difuzije. Grani¢ne vrijednosti MIK i zona inhibicije
po kojima se neki izolat smatra osjetljivim ili rezistentnim na pojedini antibiotik odreduju se
dogovorno na osnovi ispitivanja MIK vrijednosti velikog broja izolata jedne bakterijske vrste,
proucavanja mehanizama rezistencije na taj antibiotik te ispitivanja farmakokinetickih i
farmakodinamskih osobina ispitivanog antibiotika. U Europi je tradicionalno bilo aktivno
nekoliko jakih nacionalnih drustava koji su odredivali grani¢ne vrijednosti koje se ¢esto nisu
podudarale §to je dovodilo i do razlika u interpretaciji nalaza. Stoga se pojavila potreba za
uvodenjem jedinstvenih europskih standarada u testiranju osjetljivosti te je osnovan European
Committee for Antimicrobial Sensitivity Testing (EUCAST). Hrvatska je jedna od rijetkih
zemalja koja je jo§ 1996.g. kroz aktivnosti Odbora za pracenje rezistencije u okviru
Akademije medicinskih znanosti uvela jedinstveno testiranje u cijeloj zemlji. Do 2010.9.
Hrvatska je koristila americ¢ke Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) smjernice, a
pojavom EUCAST smjernica za disk difuzijsku metodu 2010.g. svi hrvatski laboratoriji su
prihvatili ove standarde kao sluzbene nacionalne standarde. Nakon dvije godine primjene
novih standarada u moguénosti smo procijeniti kakav u¢inak su imale nove grani¢ne
koncentracije na stope rezistencije u Hrvatskoj.
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TRANSPLANTACIJA BUBREGA U RH

T. Hudolin

Klinika za urologiju, KBC Zagreb

Transplantacija bubrega je metoda izbora lijecenja bolesnika s kronicnom bubreznom
insuficijencijom. Broj transplantacija bubrega raste kako u svijetu tako i kod nas. Prva
transplantacija bubrega u Republici Hrvatskoj napravljena je 1971 godine u Rijeci, a nedugo
nakon toga i na Klinici za urologiju KBC Zagreb. Danas se transplantacija bubrega obavlja u
Cetiri bolnice: KBC Zagreb, KBC Rijeka, KBC Osijek i KB Merkur. Klinika za urologiju,
KBC-a Zagreb je po broju transplantacija bubrega najveca ustanova u Republici Hrvatskoj i
do sada je napravljeno vise od 1500 transplantacija bubrega u ovoj ustanovi.

Od 2007 godine, kada postajemo ¢lan EUROTRANSPLANTA broj transplantacija u godini
dana znacajno raste i zadnjih nekoliko godina samo u KBC Zagreb premaSuje 100
transplantacija bubrega godiSnje. Samim time se i znacajno smanjila lista ¢ekanja bolesnika
koji ¢ekaju na transplataciju bubrega s prosjec¢no oko 7 godina na manje od 2 godine. Pored
kadaveri¢nih transplantacija bubrega koje ¢ine ve€inu programa, rade se 1 zive srodne i ne
srodne transplantacije bubrega, te transplantacije bubrega kod djece.

Nedavno je KBC Zagreb u suradnji s kolegama iz Republike Crne Gore zapoceo razvijati
program transplantacije bubrega i u toj zemlji, a od strane Europske komisije imenovan je za
regionalnog lidera u transplantaciji bubrega za naSu regiju. Po broju zahvata, ali i po nasim
razultatima Hrvatska je danas u transplantaciji bubrega medu vode¢im zemljama u Europskoj
uniji.
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USPOREDBA KONCENTRACIJA IONIZIRANOG KALCIJA U
SERUMU | UZORKU UZETOM HEPARINIZIRANIM SPRICAMA:
UTJECAJ PREDANALITICKIH CIMBENIKA

. Cernjul, Lj. Boli¢, V. Cvjetkovié, R. Mujagié, L. Honovi¢

UVOD:

Cilj ovog istrazivanja je vrednovanje uporabljivosti hepariniziranih Sprica (RAPIDLyte,
Siemens Healthcare Diagnostics, SAD u usporedbi s PREZA-PAK®ATERIAL BLOOD
SAMPLER, TERUMO, Japan) u odredivanju koncentracije ioniziranog kalcija (Ca").
Slobodni kalcij se izravno veze na molekulu heparina pa uporaba razlicitih heparina kao
antikoagulansa moze znacajno utjecati na rezultate odredivanja Ca®".

ISPITANICI Il METODE:

Istrazivanje je provedeno na uzorku 15 ostatnih seruma uzetih od bolnickih pacijenata radi
kontrole kiselinsko-bazi¢nog statusa (RAPIDLyte) i elektrolita (Vacuette, bez separacijskog
gela). U obje vrste Sprica je alikvotirano 0,5+0,1 mL ostatnog seruma. Pocek do prve tocke
mjerenja iznosio je 15 minuta odnosno 90 minuta do druge todke mjerenja Ca®* na GEM
Premier 3000 analizatoru metodom direktne potenciometrije.

REZULTATI:

U usporedbi s izmjerenom serumskom koncentracijom Ca*" u uzorcima iz RAPIDLyte $prica,
nakon 15-minuta opaZeno je smanjenje Ca®" za -1,9 % (95% CIl=-3,4 do -0,3), a nakon 90-
minuta za -11,9% (95% CIl=-14,5 do -9,2). U usporedbi s izmjerenom serumskom
koncentracijom Ca®* u uzorcima iz TERUMO 3prica, nakon 15-minuta opaZeno je smanjenje
Ca® za -29,7% (95% Cl=-33,5 do -25,9), odnosno nakon 90-minuta za -73,9% (95% Cl=-
82,7 do -65,0). Za obje vrste Sprica opazeno je smanjenje Ca®: u RAPIDLyte $pricama
smanjenje je iznosilo -9,9% (95% CI=-12,2 do -7,8) odnosno u TERUMO S$pricama smanjenje
je iznosilo -47,0% (95% Cl=-55,3 do -38,7).

ZAKLJUCAK:

Rezultati upucuju da uzorkovanje uz heparin kao antikoagulans nije prihvatljivo za
odredivanje Ca® zbog mogucih interferencija $to je znacajno izrazeno kod TERUMO S$prica.
Stoga je izvjesno je da uporabu hepariniziranih Sprica kod odredivanja Ca® treba zamijeniti
anaerobnim uzorkovanjem u epruvete bez dodatka antikoagulansa kako bi se Ca** odredio u
serumu. Dodatna prednost odredivanja Ca®" u serumu je uoavanje eventualne hemolize za
koju je poznato da znacajno utjeCe na odredivanje Ca®".

KLJUCNE RIJECI: predanalitika, ionizirani kalcij
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PREDANALITICKI ZAHTIJEVI KOD ODREPIVANJA TUMORSKIH
BILJEGA

N. Pervan, |. Markovié
KBC "Sestre milosrdnice", Zagreb, Hrvatska

UVOD:Na temelju vrijednosti tumorskog biljega klini¢ar donosi vazne odluke o dijagnozi i
lijeCenju pacijenta te je izrazito bitno izdati to¢nu vrijednost. S obzirom da su pogreske u
analitickoj fazi zbog automatizacije laboratorija smanjene na najmanju moguc¢u mjeru, neka
istrazivanja ukazuju na to da je pogreska u predanalitickoj fazi 10 puta ¢es¢a nego u
analiticko;j.

CILJ RADA: Nasa namjera je ovim radom ukazati na vaznost dobre predanalitike, te ukazati
na neke od najcesé¢ih predanalitickih pogresaka, koje se mogu sprijeciti dobrom
laboratorijskom praksom.

MATERIJALI | METODE: Pretrazivanje ¢lanaka u bazi podataka PubMed, pregledavanje
uputa za uporabu reagensa za odredivanje tumorskih biljega koji se rade u Klini¢koj jedinici
za medicinsku biokemiju u onkologiji, te prou¢avanje stru¢ne literature.

REZULTATI:Sprecavanje predanalitickih pogresaka pocinje s pripremom bolesnika za
uzimanje odgovarajuc¢eg uzorka za trazenu pretragu, odgovaraju¢im nac¢inom uzorkovanja,
transportom uzorka do laboratorija ili njegovom pohranom itd. Potrebno je pravilno
identificirati pacijenta, uzeti pravilnu epruvetu za vadenje krvi, provjeriti rok trajanja na
epruveti, te pravilno izvaditi krv. Pacijenta prije vadenja krvi pitati da li uzima kakve ljekove
te 0 nacinu zivota. Ako se krv ne vadi u laboratoriju potrebno je pruziti informaciju o vrsti
epruvete za svaku pretragu, ovisno o preporukama proizvodaca reagensa. Preporuke koje se
odnose na vrijeme uzorkovanja, odnose se na iskazivanje vaznosti odredivanja bazalne
vrijednosti tumorskih biljega, koja pruza najvazniju referentnu toc¢ku za interpretaciju
rezultata prije operacije i prije pracenja bolesti, te su od pomoci u tumacenju rezultata nakon
spomenutih.

Utjecaj hemolize, ikterije, lipemije, kontrasnog sredstva te kontaminacije uzorka treba uzeti u
obzir kod odredivanja tumorskih biljega opéenito, a posebno za odredene tumorske biljege
(CEA, CA19-9, CA 125, PSA, beta-HCG..).

ZAKLIJUCAK:Odredivanje tumorskih biljega nije samo podlozno analitickim pogreskama i
varijacijama. To je kompleksan proces u kojem su moguce pogreske prije i poslije same
analitiCke faze, te dobar laboratorijski djelatnik treba imati na umu i pod kontrolom sve faze
laboratorijske analize.

KLJUCNE RIJECI: predanalitika, tumorski biljezi
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STABILNOST ANGIOTENZIN-KONVERTIRAJUCEG ENZIMA (ACE)

M. Culjak, N. Nikolac, AM. Simundi¢
Zavod za klini¢ku kemiju KBC Sestre milosrdnice, Zagreb, Hrvatska

UVOD: Predanaliticka faza laboratorijskog rada je naj€es¢i izvor laboratorijskih pogresaka.
Pravilno uzorkovanje je kljuan ¢imbenik u njithovom otklanjanju 1 prevenciji. Jedan od tih
¢imbenika je i nacin postupanja s uzorkom. Stabilnost angiotenzin-konvertirajuéeg enzima
(ACE) ovisi o temperaturi i trajanju pohrane do analize.

CILJ ISTRAZIVANIJA: Cilj istraZivanja je utvrditi postoje li klinicki znaGajne razlike u
aktivnosti ACE ovisno o uvjetima kratkoro¢ne i dugoro¢ne pohrane.

METODE: U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno 20 ispitanika kojima su uzeta 2 uzorka venske krvi
u epruvete s aktivatorom zgruSavanja (Vacuette, Grainer Bio-One, Kremsmiinster, Austrija).
Jedan uzorak (ACEA) se pohranio u ledenoj kupelji neposredno nakon uzorkovanja, a drugi
uzorak (ACEB) na sobnoj temperaturi do odredivanja (unutar 3 sata). Mjerenja su izvedena na
analizatoru Olympus AU2700 (Beckman Coulter, Tokyo, Japan) upotrebom reagensa ACE
kinetic (Bithiman Laboratories AG, Schonenbuch, Svicarska). Od uzorka ACEA odvojena su
dva alikvota i pohranjena na -20°C. Alikvot ACEC analiziran je nakon tjedan, a alikvot ACED
nakon 2 tjedna. Za sve uzorke izracunato je odstupanje (bias) od uzorka ACEA. Odstupanja su
usporedena s dozvoljenim odstupanjima: kriterij vanjske procjene kvalitete (Labquality) =
15%; Desirable specification for imprecision — DSI = 6,3% i Royal College of Pathologists of
Australasia Allowable Limits of Performance — RCPA = 10%. Razlike izmedu uzoraka B, C i
D i uzorka ACEA ispitane su Wilcoxonovim parnim testom. Razina znacajnosti je bila 0,05.

REZULTATI: U¢inak stavljanja uzorka na led ispitan je usporedbom uzoraka ACEA i ACEB:
27,8 (22,0-41,4) vs. 28,5 (22,6-42,7) U/L; P = 0,033; bias = 2,52%. Stabilnost pohrane kroz
tjedan dana ispitana je usporedbom uzoraka A i C: 27,8 (22,0-41,4) vs. 30,5 (23,7-42,7) U/L;
P =0,005; bias = 4,99%). U oba slucaja, utvrdena statisticki znacajna razlika nije bila klinicki
znacajna. Pohrana tijekom dva tjedna ispitana je usporedivanjem uzoraka A i D. Utvrdena
statistiCki znaCajna razlika (27,8 (22,0-41,4) vs. 33,4 (27,8-41,2) U/L, P = 0,002; bias =
10,46%)) bila je visa od dva odabrana kriterija: DSI 1 RCPA.

ZAKLJUCAK: Za odredivanje aktivnosti ACE uzorkovanje se moZe na¢initi bez stavljanja na
led. Uzorak se moze pohraniti na -20 °C tijekom tjedan dana, ali ne dulje od tog razdoblja.
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KVANTITATIVNO ODREDIVANJE GABAPENTINA | VIGABATRINA
HPLC METODOM U SERUMU

V. Novak, P. Donat-Svaljek, M. Lovri¢, Z. Lalié, D. Rogi¢

Klini¢ki bolnicki centar Zagreb, Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, Medicinski fakultet Sveuéilista u
Zagrebu, Zagreb, Hrvatska

Uvod: Pracenje koncentracije lijeka (TDM therapeutic drug monitoring) znacajno doprinosi
optimizaciji terapije bolesnika s epilepsijom. Geneti¢ke varijabilnosti i politerapija mogu
dovesti do promjene koncentracije lijeka u krvi i time uzrokovati Stetna djelovanja iako je
propisana terapijska doza. Lijekovi gabapentin GBP (Gabalept, Katena, Neurontin) i
vigabatrin VGB (Sabril) pripadaju skupni antiepileptika nove generacije koji se u svijetu sve
vise koriste, ali isklju¢ivo kao dodatna terapija. Oba lijeka su strukturni analozi inhibitora
neurotransmitera gama—amino masla¢ne kiseline (GABA).

Cilj: Cilj ovog rada bio je postaviti i validirati jednostavnu i pouzdanu metodu za rutinsko
klinicko pracenje koncentracije lijekova VGA i GBP u serumu .

Materijali i metode:

Materijal: serum

HPLC sistem sacinjavaju: pumpa Waters LC Model 590, jedinica za obradu podataka PE
Turbochrom, fluorescentni detektor Waters 474 koji je podeSen na A 235 nm, Aem. 435 nm.
Razdvajanje analita izvrSeno je izokrati¢no na koloni Machery-Nagel Nucleodur 100-5 C18 (5
um) uz odgovarajucu predkolonu s mobilnom fazom koja je bila smjesa sastavljena od
acetonitrila i 0,022 M fosforne kiseline (pH 2,0) u omjeru (55: 45 v/v). Uz protok 1,0 ml/min
i radnu temperaturu 30 °C injektiranje je vrSeno ru¢no (loop 25 um).

Rezultati: Kalibracijska krivulja za gabapentin je linearna u rasponu od 21,9 - 146,0 umo/L
a za vigabatrin 57,9 - 386,6 umol/L. Nepreciznost u seriji izrazena kao koeficijent varijacije
za dva koncentracijska nivoa (nizi i visi) iznosila je za vigabatrin 9,6 % 1 8,9 %, a za
gabapentin 10,0 % i 7,05 %. Nepreciznost iz dana u dan, za dva nivoa iznosila je za
vigabatrin 7,4 % 19,3 %, a za gabapentin 4,9 % i 4,1 %. Toc¢nost izrazena kao postotak greske
za vigabatrin bila je u rasponu od 100,5 — 106,7 %, a za gabapentin 94,6 — 105,1 %. Granica
kvantifikacije za gabapentin je 0,123 umo/L a za vigabatrin 3,718 pmo/L.

Zakljuéak: Nacinom pripreme uzoraka, izborom odgovarajucih kromatografskih uvjeta te
detekcijom fluorescentnim detektorom (HPLC-FD) dobili smo jednostavnu, dovoljno
osjetljivu i pouzdanu metodu za rutinsko klini¢ko prac¢enje koncentracije oba antiepileptika
bez interferencija s drugim lijekovima (politerapija).

Klju¢ne rijeci: Gabapentin, Vigabatrin, serum, HPLC, TDM
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VAZNOST ODREPIVANJA GUBITKA EKSPRESIJE INI1 U
DIFERENCIJALNOJ DIJAGNOSTICI TUMORA

K. Raznjevi¢?, O. Poljak?,
'KBC Zagreb, Klini¢ki zavod za patologiju i citologiju, Zagreb, Hrvatska

INI-1(SMARCBL) protein je produkt gena hSNF5/INI-1/SMARCB1/BAFA47 koji je smjesten
na kromosomu 22 pripada skupini tumor - supresorskih gena nalazi se na stanicama svih
normalnih tkiva. Odredivanje gubitka ekspresije INI-1 vazno je u dijagnostici renalnih i
ekstrarenalnih malignih rabdoidnih tumora i atipi¢nih teratoidno/rabdoidnih (AT/RT) tumora
CNS-a.

Gubitak ekspresije ovog proteina moze se dokazati imunohistokemijski, sto je relativno
jednostavna, osjetljiva i specificna metoda s danas komercijalno dostupnim antitijelima.
Ispitivani uzorak tkiva fiksiran je u 10% puferiranom formalinu i uklopljen u parafinske
blokove. Radi se 0 nuklearnom imunohistokemijskom biljegu.

U patohistoloskom nalazu interpretacija imunohistokemijskog bojanja navodi se kao:
INIL(SMARCB1) zadrzan (normalna ekspresija) ili gubitak ekspresije (patoloski nalaz).
Vaznost dokazivanja gubitka ekspresije INI1 lezi u ¢injenici da samo mali broj agresivnih
tumora pokazuje navedenu karakteristiku: renalni/ekstrarenalni maligni rabdoidni tumori
(100%), epiteloidni sarkomi (50%), ekstraskeletalni miksoidni hondrosarkomi (17%) i
AT/RT (gotovo 100%) gdje pomaze prvenstveno u razlikovanju od meduloblastoma.
Ekspresija biljega INI1 moze se interpretirati samo u tumorima u kojima okolno tkivo
pokazuje pozitivno nuklearno bojanje u normalnim stanicama.
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ODREDIVANJE SOX11 TRANSKRIPCIJSKOG FAKTORA U
LIMFOMIMA PLASTENE ZONE

S. Hanci¢!, T. Gudelj', S. Gasparov'?

'KB Merkur, Klinicki zavod za patologiju i citologiju, Zagreb, Hrvatska
’Medicinski fakultet, Sveugiliste u Zagrebu

Limfom plastene zone, tzv. mantle cell limfom (MCL), ¢ini oko 3 —10 % svih ne -
Hodgkinovih limfoma i spada u skupinu agresivnih B - stani¢nih limfoma. Osnovna
citogenetska promjena, vezana za ovaj limfom, je prisustvo translokacije t(11;14)(q13;932)
koja aktivira ekspresiju ciklina D1, vaznog regulatora G1 / S faze u stani¢cnom ciklusu.

Ciklin D1 negativne limfome plastene zone je morfoloski tesko razlikovati od ostalih B -
limfoma malih stanica koji su uglavnom indolentnog klini¢kog tijeka. Zbog drugacijeg
pristupa u lijecenju ovih pacijenata, vazno je naci relevantne biomarkere koji ¢e pomoci u
to¢noj dijagnostici ciklin D1 negativnih MCL-a. Prekomjerna ekspresija transkripcijskog
faktora SOX11 (SRY /sex determining region Y/-box 11) je jedan od vaznih biljega koji
pomaze u ovoj diferencijaciji. U posljednje se vrijeme izdvaja i skupina MCL pacijenata koji
su ciklin D1 pozitivni, a za razliku od ostalin MCL nemaju ekspresiju SOX11. Upravo je ovo
skupina MCL pacijenata koja se izdvaja indolentnim klinickim tijekom, sto ukazuje na
dodatnu vaznost pouzdanog odredivanja SOX11.

Imunohistokemijski rezultati odredivanja SOX11, objavljeni u znanstvenim radovima i
¢asopisima, su kontroverzni te se poziva na testiranje ovog biljega u razli¢itim laboratorijima
na razli¢itim uzorcima.

Cilj naseg rada je bio, od nekoliko SOX11 protutijela ponudenih na trzistu, odrediti koje ée
najbolje detektirati SOX11 antigen intranuklearno u tumorskim stanicama MCL-a, uz
kontrolni uzorak tonzile u kojoj, prema svim proizvodacima, postoji ekspresija SOX11 u
bazalnom sloju plocastog epitela te intranuklearno u pokojem limfocitu limfati¢nih folikula.
Zeljeli smo dobiti jasne rezultate bez pozadinskog bojanja i lazno pozitivnih rezultata,
koristedi razlicite varijacije imunohistokemijskih parametara i tehnika, mijenjajuci pH otopina
za demaskiranje epitopa antigena te razrijedenja protutijela. Najjasnije i najbolje rezultate
dobili smo koristeci poliklonalno protutijelo tvrtke Atlas antibodies te monoklonalno
protutijelo tvrtke Cell Margue (klon MRQ-58).
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STRUCNI NADZOR U MEDICINSKO-DIJAGNOSTICKOM
LABORATORIJU

M. Culjak, J. Matié¢
KBC Sestre milosrdnice, Zagreb, Hrvatska

Hrvatska komora zdravstvenih radnika obavlja stru¢ni nadzor kao pravna osoba s javnim
ovlastima na temelju ¢lanka 170. Zakona o zdravstvenoj zastiti, ¢lanka 76. Zakona o
djelatnostima u zdravstvu 1 ¢lanka 9. Statuta Komore. Stru¢ni nadzor nad radom zdravstvenih
radnika obavlja se sa svrhom nadziranja struénog rada i primjene priznatih metoda i
dostignu¢a iz podrucja zdravstvenih djelatnosti, nadziranja primjene etickih 1 deontoloskih
nacela, nadziranja svih pitanja znacajnih za utvrdivanje i ocjenjivanje kvalitete rada i nacina
ostvarivanja usluga zdravstvenih djelatnosti, ukljucuju¢i procjenu minimalnih uvjeta prostora,
kadrova, opreme i organizaciju rada ustanova u kojima se provode djelatnosti, a koje utjecu
na kvalitetu pruzanja usluga medicinsko-laboratorijske djelatnosti.

Pravilnikom o stru¢tnom nadzoru ureduje se nacin organiziranja i provodenja stru¢nih
nadzora. Stru¢ni nadzor nad radom zdravstvenih radnika provodi se u ustanovama i drugim
pravnim i fizickim osobama u kojima se obavlja medicinsko-laboratorijska djelatnost.

Stru¢ni nadzor zdravstvenih radnika organiziraju Povjerenstva za stru¢ni nadzor, struc¢na
pitanja 1 kvalitetu. Povjerenstvo se koristi uslugama stru¢nih sluzbi Komore. Provoditelji
strutnog nadzora su zdravstveni radnici koji provode stru¢ni nadzor. Stru¢ni nadzor obavlja
se kao redovit i izvanredni stru¢ni nadzor. Redoviti stru¢ni nadzor obavlja se temeljem
godisnjeg plana. Izvanredni strucni nadzor se obavlja izvan usvojenog godiSnjeg plana, a
osobito u sluéajevima prijeteceg ili postoje¢eg ugrozavanja zivota i zdravlja korisnika usluga.
Strucni nadzor provodi Komisija za stru¢ni nadzor.

Kljuéne rijeci: strucni nadzor, pravilnik, povjerenstva, provoditelji.
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ANALIZA BROJA PRETRAGA NA CLAMYDIU TRACHOMATIS NA
PODRUCJU ZADARSKE ZUPANIJE U 2013.GODINI

N. Mileti¢
Zavod za javno zdravstvo Zadar, Zadar, Hrvatska

Uvod: Klamidije su sitne, kokoidne, gram negativne nepokretne bakterije. Isklju¢ivo su
unutarstani¢ni mikroorganizmi s afinitetom prema stanicama ploc¢astog i cilindri¢nog epitela.
Stvaraju vlastite nukleinske kiseline, proteine i lipide. In vitro se uzgajaju u stani¢nim
kulturama jer im je za razmnozavanje potrebna ziva stanica. Rod Chlamydia sadrzi cetiri
vrste: C. trachomatis, C. psittaci, C. pneumoniae i C. pecorum. Prema tipizaciji s
monoklonskim protutijelima razlikujemo 18 serovara. Serovari od D — K povezani su s
genitalnim infekcijama. Svjetska zdravstvena organizacija procjenjuje da je Chlamydia
trachomatis najcesci uzroc¢nik infekcija koje se prenose spolnim putem. lzaziva infekcije
spolnog sustava, oka, pneumonije (osobito kod djece) i LGV.

Cilj studije: Cilj je otkriti koliki je broj stanovnika zadarske zupanije pozitivan na C.
trachomatis, koji je omjer muskaraca i zena koji su imali simptome i potrazili pomo¢ kod
svojih lije¢nika te jesu li ponavljali analizu nakon terapije. 1z toga se moze vidjeti koliko su
jasni znakovi i simptomi klamidijskih infekcija.

Metode rada: Uzorci za analizu su brisovi cerviksa kod zena i brisovi uretre kod muskaraca.
Za uzimanje uzorka koristi se set bris sa ¢etkicom i transportna podloga u koju se bris odmah
po uzorkovanju ulozi i zatvori. Isto se postupa i s brisom za muskarce i onim za trudnice.
Potom slijedi analiza, tj. dokazivanje nukleinskih kiselina C.trachomatis u uzorku. Test se
izvodi na aparatu Hybrid Capture 2 Americkog proizvodaca Digene prema uputama. Analiza
zapocinje denaturacijom uzorka i kontrola odnosno standarda, potom slijedi hibridizacija
DNA u plocicama za hibridizaciju i dodavanje CT proba. Nakon vezanja hibrida na protutijela
dodaju se sekundarna protutijela i zatim se pokrece se detekcijski kompleks enzima i
kemiluminiscentnog supstrata koji se doda na Kkraju. Aparat mjeri intenzitet
kemiluminiscencije i na zaslonu ra¢unala pokazuje nalaz za svakog pacijenta.

Rezultati: Pregledom podataka za 2013. godinu utvrdeno je da su ukupno obradena 1602
uzorka na prisutnost CT-DNA. Brisova cerviksa je bilo ukupno 1425. Pozitivnih zena na
klamidiju je bilo 37, negativnih rezultata 1380, granicnih rezultata (equivokal) je bilo 8, a 122
zene su ponovile testiranje. Brisova uretre je bilo ukupno 177 od ¢ega 167 negativnih, 8
pozitivnih i 2 grani¢na rezultata (equivokal), samo je jedan pacijent ponovio testiranje.

Zakljuc¢ak: Zbog nejasnih simptoma i mogucnosti vise razlic¢itih uzro¢nika cervicitisa na
analizu za dokazivanje C. trachomatis je poslan relativno velik broj uzoraka, od kojih nema
puno pozitivnih. To bi moglo znaciti da analiza CT — DNA nije ciljana pretraga, tj. ne postoje
jasni znaci po kojima bi se moglo zakljugciti da pacijent(ica) boluje od infekcije uzrokovane C.
trachomatis. Sukladno dobivenim rezultatima, moze se zakljuciti da postoji i veci broj
neprepoznatih i nelijecenih pacijenta.

Kljuéne rijeci: Chlamydia trachomatis, Zadarska zupanija, 2013. godina
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FENOTIPSKE METODE DETEKCIJE REZISTENCIJE
ENTEROBAKTERIJA NA CEFALOSPORINE | KARBAPENEME

D. Erceq’, S. Kustreba*

Klinika za infektivne bolesti "dr. Fran Mihaljevi¢", Zagreb, Hrvatska

Kada rutinski testovi osjetljivosti na antibiotike upucuju na rezistenciju, potrebna su
specijalna testiranja za otkrivanje mehanizama rezistencije, budué¢i da pojedini mehanizmi
rezistencije imaju vece epidemioloSko znacenje od drugih.

Od posebnog je interesa plazmidski kodirana rezistencija enterobakterija na cefalosporine 111
generacije i karbapeneme, tj. detekcija:

e [-laktamaza proSirenog spektra (engl. Extended Spectrum Beta Lactamase- ESBL)

e AmpC B-laktamaza

e Karbapenemaza

ESBL i karbapenemaze fenotipski detektiramo testom sinergizma dvaju diskova (engl.
Double Disc Sinergy Test - DDST) ili Combo testovima.

Karbapenemaze se mogu fenotipski detektirati i testovima CARBA NP | i CARBA NP I1.
AmpC B-laktamaze fenotipski detektiramo testom sa kloksacilinskim diskom.

DDST i COMBO testovima razlikujemo i posebne klase karbapenemaza. Boroni¢na kiselina -
BA je inhibitor klase A karbapenemaza od kojih je najznacanija Klebsiella pneumoniae
carbapenemase - KPC. Dipikolini¢na kiselina — DPA je inhibitor klase B karbapenemaza:
metalo- B-laktamaza — MBL od kojih su najznacajnije VIM i NDM.

Kvalita, tocnost i brzina mikrobioloSkog laboratorija neophodni su za pravovremeno
otkrivanje ESBL, AmpC [-laktamaza 1 karpapenemaza, Sto ima velikog utjecaja na

sprjecavanje Sirenja ovih rezistentnih patogena.

Kljucne rijeci: ESBL, AmpC B-laktamaze, karbapenemaze.
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WHAT RELATIONSHIP BETWEEN HSV, HEALTH LITERACY AND
BEHAVIOURS?

S Antunes®, ¥ Mendonca® A Correia Martins?, | Andrade®, N Osério®, A Valado!, A Caseiro?,
A Gabriel' and F Mendes®

'Biomedical Sciences Department ESTeSC- Coimbra Health School, Institute Polytechnic of Coimbra, Coimbra,
Portugal,

%Institute Polytechnic of Coimbra-ESTeSC, Physiotherapy Department, Coimbra, Portugal; >Institute
Polytechnic of Coimbra-ESTeSC,Complementary Sciences Department, Coimbra, Portugal

INTRODUTCION:

Health literacy (HL) involves the knowledge, competences and skills to understand, access
and use information in ways to promote health in society. An individual with an adequate
level of HL has the ability to be responsible for its own health as well as one's family and
community health. However acts such as unprotected sexual intercourse and multiple partners
during adolescence are important risk factors to Herpes simplex type 2 (HSV-2) transmission.
HSV-2 cause’s genital herpes but HSV-1 (orolabial) has become an important cause
representing 30% of genital herpes. HSV can be transmitted through sexual intercourse,
either, vaginal, oral or anal. It is therefore relevant to study the association between risk in
sexual behaviors, HL and HSV prevalence.

AIMS:

Determine HL levels, risk in sexual behavior and HSV-1, 2 IgM and HSV-2 IgG
seroprevalence, in a higher education population of students of health and agricultural
sciences.

METHODS:

Questionnaires to evaluate HL and sexual risk behaviour were distributed to each student,
from Coimbra Health School (CHS) and Coimbra Higher School of Agriculture (CHSA), and
a blood sample was collected for HSV-1 and 2 IgM and HSV-2 IgG screening using ELISA
methodology.

RESULTS:

Our sample consisted of 182 students (54.4% from CHS, mean age 19.6 years, 90.9% women;
45.6% from CHSA, mean age 22.4 years, 66.3% women). The seroprevalence of HSV-2 1gG
is 1% and for HSV-1, 2 IgM is 5% at CHS whereas at CHSA is 2.7% and 13.3%,
respectively.

Sexually active participants (87.3% for CHS; 90.3% for CHSA) reported the first sexual
intercourse at the age of 17.2 + 1.8 years (average number of sexual partners equal to 2.0 +
1.9) and 15.2 £ 2.5 years (average number of sexual partners of 3.0 £ 1.8), respectively for
CHS and CHSA.

Concerning condom use, respectively from CHS and CHSA, 39.4% and 37.0% of the
individuals always use condom during sexual intercourse, while 5.6% and 8.7% never use it.
When HL was compared between CHS and CHSA 64.2% and 37.8% showed adequate levels,
respectively.

CONCLUSION:

Statistically it was not possible to relate the different variables under study. However, HSV-1
and 2 IgM seroprevalence was higher at CAS where we observed more sexual risk behaviors
as well as more sexual partners with less use of condom and lower % of adequate HL levels.

KEYWORDS: Health literacy, seroprevalence, Herpes simplex type 1, Herpes simplex type
2, condom.
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HEPATITIS C INFECTION, GENOTYPES AND FREQUENCY OF
INTERLEUKIN-28B POLYMORPHISMS

C Santos’: C Ferreira?; E Silva®:N Osério®, A Valado®, A Caseiro®, A Gabriel* CS Pereira® J
Tomaz? and F Mendes®

! Biomedical Sciences Department ESTeSC — Coimbra Health School, Institute Polytechnic of Coimbra,
Coimbra, Portugal,

2 Biomedical Scientists at Blood and Transfusion Service at Centre Hospital and University of Coimbra, Coimbra
Portugal

Introduction: Hepatitis C is an infectious disease caused by the hepatitis C virus (HCV),
with a worldwide prevalence between 2% to 3%, which means that in total there are 123
million to 170 million people infected and thus is considered a worldwide endemic. In
Portugal about 40% of deaths about hepatocarcinoma are due HCV.

This virus has high heterogeneity, leading to the appearance of different genotypes and there
are six known: 1a; 1b; 2; 3; 4; 5; 6.

Therapeutic response maybe associated with the nucleotide sequence of Interleukin-28B (IL)-
28B gene, specifically with two known polymorphisms: rs8099917 and rs12979860. There
are different genotypes for each polymorphism, which may allows predicting the therapeutic
efficacy. Individuals with the polymorphism rs12979860 (C/C) and rs8099917 (T/T) have
higher likelihood of treatment success.

Aim: The aim of this study is to evaluate the association between the two polymorphisms of
the IL-28B and the presence of different genotypes.

Material&Methods: The cohort study consisted in 59 samples from HCV positive samples,
belonging to Centre Hospital and University of Coimbra. Viral load will be quantified using
COBAS® Ampliprep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, version 2.0. Genotyping
will be performed with VERSANT® HCV Genotype 2.0 Products (LiPA). To complete the
laboratory analysis, the determination of polymorphism will be by IL28B rs17/rs60 Real-TM
PCR kit amplification.

Results&Discussion:

Samples were constituted by 44 individuals (74,6%) from masculine sex and 15 feminine
(25,4%), between ages of 28 and 68 years old (mean=46). The CC polymorphism consists of
a sample of 18 individuals. CT polymorphism consists of 27 individuals and TT
polymorphism consists of 14 individuals. An association between IL28B polymorphisms and
HCV genotypes of the target population in which 14 individuals (77,8%) with the CC
polymorphism have genotype 1; 19 individuals (70,4%) with the CT polymorphism have
genotype 1 and 11 individuals (78,6%) with the TT polymorphism.

Conclusion: Our results didn’t showed an association between the genotypes and
polymorphisms. However, a trend was observed, this may be due to the small sample of
patients, for the near future we intend to increase this number in order to be able to prove if
this is only a trend.

Key Words: Hepatitis C; Genotype; Polymorphisms; Interleukin-28B
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NEUJEDNACENOST JACINE SEROLOSKIH REAKCIJA SLABIH D
ANTIGENA ODREDIVANIH RAZLICITIM KOMBINACIJAMA
MONOKLONSKIH REAGENCIJA

N. Vukmirovié*, V. Kirin', V. Matus*, S, Jagnji¢*, Z. eruhonja-Galiél, N. Jurakovié¢-Loncar,
V. Pogic', J. Bingulac Popovi¢*, M. Balijal, I Juki¢', Z. Hundri¢-Haspl*

YHrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb, Hrvatska

Uvod:

Rh D antigen rutinski se odreduje s viSe vrsta monoklonskih reagencija dostupnih na trzistu.
Nedostatak monoklonskih reagencija je njihova neujednacenost u otkrivanju slabih D
antigena, zbog Cega nastaju razlike u interpretaciji rezultata ispitivanja izmedu laboratorija
koji koriste razli¢ite kombinacije monoklonskih reagencija i metoda rada.

Cilj:

Visegodisnjim pracenjem slabih D antigena dokazanih indirektnom metodom u populaciji
davatelja potvrditi neujednaCenost 1 razliite jacCine seroloske reakcije istih uzoraka
retestiranih direktnim metodama s razli¢itim monoklonskim reagencijama.

Metode:

Uzorci su testirani: automatskom metodom na sustavu Tango-Optimo koji Koristi
komercijalne BioRad MTP koje sadrze monoklonske anti-D reagencije, BS226 i BS 232 IgM,
DiaClon ABO/Rh for patients MK koje sadrze LDM3(LHMS59/20) i 175-2 IgM anti-D
monoklonske reagencije, DiaClon ABD/confirmation for patients MK koje sadrze TH-28,
RUM 1, LDM 1 IgM monoklonske anti-D reagencije, DiaClon anti-D -V1 kategorija MK koje
sadrze TH-28, MS-26, 175-2 IgM monoklonske anti-D reagencije, PCR SSP molekularnom
metodom (komercijalni INNO-TRAIN kitovi).

Rezultat i zakljucak:

Na uzorku od 230 slabih D antigena dokazanih u indirektnoj metodi, najbolje rezultate
otkrivanja u direktnoj metodi ima DiaClon mikrokartica (85%) S$to potvrduje algoritam
Hundri¢ Haspl Z. i suradnika iz 2007 godine.

8% svih testiranih uzoraka ostalo je neotkriveno sa svim ponudenim monoklonskim anti-D
reagencijama koji u 79% slucajeva pripadaju kategorijama D antigena, a u 21% slucajeva
slabom D antigenu $to potvrduje nepostojanje ,,idealnog™ monoklonskog anti-D seruma.
Kona¢no potvrdno testiranje moguce je samo molekularnom (PCR) metodom.

Kljucne rijeci: slabi D antigen
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LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA HEPARINOM INDUCIRANE
TROMBOCITOPENIJE (HIT) - PRIKAZ SLUCAJA

D. Bodetié, J. Simovi¢ Medical, l. Paverl, S. Benaziél,

! Odjel za transfuzijsku medicinu, Opéa bolnica Pula, Hrvatska

Heparinom inducirana trombocitopenija (HIT) je najznacajnija neZeljena reakcija povezana sa
primjenom heparina (frakcioniranog i nefrakcioniranog). To je klini¢ko patoloski sindrom,
¢ija se dijagnoza postavlja na temelju klini¢kih opaZanja 1 dokazivanja specifi¢nih protutijela.
Razlikujemo HIT-I (neimunoloska, direktna interakcija heparina s trombocitnom povrsinom,
koja uzrokuje aktivaciju trombocita) i HIT-II (imunoloska, protutijelima uzrokovana, po zivot
opasna nuspojava heparinske terapije s trombo-embolijskim komplikacijama).

Kljuénu ulogu u patofiziologiji HIT-Il ima formiranje kompleksa trombocitnog faktora 4
(PF4) i heparina, $to za posljedicu ima promjenu tercijarne strukture PF4 i izlaganje
neopeptida koji poticu stvaranje protutijela (najéesce IgG izotipa). Nastali kompleks PF4-
heparin-IgG aktiviraju trombocite. Dolazi do oslobadanja prokoagulantnih mikrocestica i
dodatanog PF4. Vezivanje protutijela na monocite rezultira otpuStanjem tkivnog faktora,
najjaceg aktivatora zgruSavanja. Nakon Sto se stvori kompleks PF4-heparin-IgG, on se veze
za receptore endotela, aktivira se koagulacija Sto rezultira stvaranjem tromba.

Dijagnostika HIT-a se klini¢ki se procjenjuje prema sistemu bodovanja ,4 T score”
(trombocitopenija, vremenski slijed, tromboza, ostali uzroci). U laboratorijskoj dijagnostici
HIT-a potrebno je pratiti broj trombocita te iskljuciti ostale uzroke trombocitopenije. Potrebno
je utvrditi postojanje antiheparinskih protutijela (testovima za antiheparinska protutijela
usmjerena na kompleks heparin i PF4 1 funkcijskim testovima aktivacije trombocita zbog
prisutnosti antiheparinskih protutijela).

U slucaju dokazanih antiheparinskih protutijela hitno se ukida terapija heparinom. Uvodi se
drugi antikoagulacijski lijek.

Kljucne rijeci: HIT, heparin, tromboza, antiheparinska protutijela.
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OVJERA USPOREDIVOSTI REZULTATA PARAMETARA KRVNE
SLIKE U KLINICKOM ZAVODU ZA LABORATORIJSKU
DIJAGNOSTIKU KBC ZAGREB

L Bali¢, D. Kranjec

Klini€ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, KBC Zagreb

Uvod

U Klini¢kom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku (KZLD) KBC Zagreb za sva ispitivanja
koja se provode na razli¢itim analizatorima ili primjenom razli¢itih postupaka ispitivanja
postoji definiran 1 provodi se postupak ovjere usporedivosti rezultata u klinicki prikladnim
vremenskim intervalima, kao §to propisuje norma HRN EN ISO 151809.

Cilj

Cilj ovog rada je prikazati model i dobivene rezultate u postupku ovjere usporedivosti
rezultata krvne slike (broj eritrocita (Erc), leukocita (Lkc), trombocita (Trc), koncentracija
hemoglobina (Hb), hematokrit (Htc) i MCV) dobivenih na 3 hematoloska analizatora unutar
KZLD.

Materijal i metode

U periodu od lipnja 2013. god. do veljace 2014. provedeno je 10 ciklusa ovjere usporedivosti
rezultata, jednom mjese¢no po 2 uzorka pune krvi. Ukupno je analizirano 20 uzoraka pune
krvi na analizatoru Beckman Coulter DxH800 (DxH800-1 i DxH800-2) i na analizatoru
Sysmex XE 5000 ,koji je definiran kao referentni uredaj. Kao kriterij prihvatljivosti
odstupanja rezultata od referentnog uredaja uzeto je dozvoljeno odstupanje prema
Nacionalnom programu vanjske procjene kvalitete CROQALM. U slucaju odstupanja od
zadanih kriterija postupak je ponovljen sljede¢i dan iz uzorka sa slicnom vrijednosti mjerenog
parametra, na referentnom uredaju i na uredaju na kojem je zabiljezeno odstupanje.

Rezultati

Za Erc, Lkc, Trc, Hb i Htc dobiveno je 100% prihvatljivih rezultata. Za MCV je u 1 uzorku
(1/20, 5%) na uredaju DxH800-1 dobiveno odstupanje >5%, koje je potvrdeno drugi dan u
uzorku sa slicnom vrijednosti MCV-a. Nakon rekalibracije analizatora dobivena vrijednost
MCV-a bila je unutar zadanih Kriterija.

Zakljucak

Ovakav model ovjere usporedivosti rezultata osigurava neprekidnu provjeru kvalitete u
analitickoj fazi laboratorijskih postupaka za krvnu sliku, prihvatljivu uspredivost rezultata
dobivenih na razli¢itim hematoloskim analizatorima te pridonosi ukupnoj uinkovitosti
laboratorija.

Kljuéne rijeci
Kontrola kvalitete, ovjera usporedivosti rezultata, hematoloski analizator.
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VAZNOST ODREPIVANJA FIBRINOGEN ANTIGENA U
DIFERENCIJALNOJ DIJAGNOSTICI POREMECAJA SINTEZE
FIBRINOGENA

A. Bertovi¢

KBC Zagreb, Zagreb, Hrvatska

UVOD: SniZene vrijednosti fibrinogena mogu biti posljedica sniZzene sinteze fibrinogena
uslijed ciroze jetre ili trovanja, ili njegove povecane potrosnje (DIK), kod izraZene
hiperfibrinolize u nekim stanjima kao $to su metastatski tumori, akutna promijelocitna
leukemija, ginekoloske komplikacije ili fibrinoliticka terapija. SniZzene vrijednosti fibrinogena
nalazimo takoder kod rijetkih poremecaja sinteze fibrinogena kao $to su hipofibrinogenemija,
afibrinogenemija i disfibrinogenemija.

CILJ: Cilj ovog rada je ukazati na vaznost odredivanja fibrinogen antigena (Fbg:Ag) u
pacijenata sa snizenim vrijednostima fibrinogena (Fbg) u plazmi kako bi se mogao razlikovati
tip manjka fibrinogena.

MATERIJALI | METODE: Analizirano je 48 plazmi. U citratnim plazmama 48 pacijenata
odredili smo koncentraciju Fbg automatiziranom modificiranom metodom po Clauss-u s
reagensom Multifibren U na koagulometru BCS XP (Siemens Healthcare Diagnostics,
Marburg, Njemacka) i Fbg:Ag imunokemijskom metodom s reagensom N Antiserum to
Human Fibrinogen na nefelometru BN Il (Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg,
Njemacka).

REZULTATI: Normalne vrijednosti Fbg i Fbg:Ag dobili smo u 18 (37,5%) uzoraka. Snizene
vrijednosti Fbg (< 1,8 g/L) dobili smo u 30 (62,5%) uzoraka. Odredivanjem Fbg:Ag u 30
uzoraka sa snizenim koncentracijama Fbg, snizene koncentracije Fbg:Ag (<1,8 g/L) dobivene
su u 20 (66,7%) uzoraka, dok su u 10 (33,3%) uzoraka dobivene koncentracije Fbg:Ag >1,8
g/L.

ZAKLJUCAK: Iz dobivenih rezultata moZemo zakljuditi da odredivanje Fbg:Ag uz
odredivanje koncentracije Fbg u rutinskoj dijagnostici pomaze u otkrivanju poremecaja u
sintezi fibrinogena koji upucuje na disfibrinogenemiju kada je Fbg:Ag normalan, a
koncentracija Fbg niska, ili na hipofibrinogenemiju u slucaju kad su snizeni i Fbg:Ag i
koncentracija Fbg.

KLJUCNE RIJECI: fibrinogen, fibrinogen antigen, hipofibrinogenemija, disfibrinogenemija
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VALIDACIJA TESTOVA ZA PROCJENU LIPIDNOG STATUSA NA
BIOKEMIJSKOM ANALIZATORU COBAS 6000

B. Celcic¢t, Z. Vogrinc?

'KBC Zagreb, Klinicki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, Zagreb, Hrvatska

Uvod: Biokemijski analizator cobas 6000 tvrtke Roche je automatizirani sustav za mjerenje
koncentracije supstrata, metabolita i elektrolita te odredivanje aktivnosti enzima u razli¢itim
bioloskim teku¢inama. Neovisno o podacima proizvodaca, svaki se analiti¢ki sustav prije
pustanja u rutinski rad mora ispitati u laboratorijskim uvjetima. To izmedu ostalog ukljucuje i
ispitivanje nepreciznosti i neto¢nosti rezultata postavljenih metoda kao i usporedivost novih
metoda s ve¢ postojecim sustavom.

Cilj: Ispitati analiticke performanse biokemijskog analizatora cobas 6000 u laboratorijskim
uvjetima, te na njemu validirati originalne testove za mjerenje serumske koncentracije
ukupnog kolesterola, triglicerida, HDL kolesterola i LDL kolesterola.

Materijali i metode: Analizirana su dva komercijalna kontrolna uzorka razli¢itih
koncentracija u seriji od 10 ponovljenih mjerenja iste pretrage u istom uzorku (nepreciznost u
seriji), te dva komercijalna kontrolna uzorka razlicitih koncentracija u duplikatu tijekom 10
dana (nepreciznost iz dana u dan). Napravljena je usporedivost nove metode s dotad
koristenom metodom i u tu svrhu je analizirano 30 uzoraka bolesnika s vrijednostima
ispitivanih pretraga iz cijelog koncentracijskog podrucja i rezultati su usporedeni s postoje¢im
testovima na analizatoru Olympus AU 2700. Svi rezultati su statisti¢ki obradeni.

Rezultati: Svi ispitivani analiti su ispunili kriterije validacije: nepreciznost u seriji je bila
manja od 2%, nepreciznost iz dana u dan manja od 3%, a rezultati neto¢nosti su za sve analite
bili u skladu s preporukama. Usporedbom rezultata novih testova s postoje¢im sustavom nisu
dokazana odstupanja za ukupni kolesterol i LDL kolesterol, dok su za trigliceride i HDL
kolesterol dokazana manja, klini¢ki neznacajna odstupanja.

Zakljuéak: Rezultati validacije su pokazali zadovoljavajuce analiticke performanse

analizatora, a validacija testova za procjenu lipidnog statusa je ispunila kriterije te se moze
koristiti u rutinskom radu.
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KVALITETA KAPILARNOG UZORKA ZA ODEDIVANJE
BIOKEMIJSKIH PARAMETARA

K. Grzan®, N. Nikolac!, K. Dukic?, M. Zorié?, AM. Simundié*

'Klinieki zavod za kemiju, KBC Sestre milosrdnice, Zagreb
2Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Zagreb

UVOD: Upotreba lanceta prilikom uzorkovanja kapilarne krvi iz prsta €esto dovodi do
hemolize 1 do oslobadanja stani¢nih sastojaka u izvanstani¢nu tekucinu, $to utjeCe na rezultate
pretraga. Kvaliteta kapilarnog uzorka ovisi i o prokrvljenosti u podrucju Sake, te se stoga
preporuca zagrijavanje ruke toplom vodom.

CILJ: a) usporediti koncentracije biokemijskih parametara izmedu uzoraka venske 1 kapilarne
krvi; te b) ispitati ima li zagrijavanje ubodnog mjesta utjecaja na rezultate i kvalitetu uzorka.

MATERIJALI | METODE: U istrazivanje je uklju¢eno 15 dobrovoljaca. Uzorkovana je jedna
epruveta venske krvi (Li-heparin, Vacuette, Grainer Bio-One, Kremsmiinster, Austrija) te 2
epruvete kapilarne krvi (A i B) (MiniCollect® 1 ml Lithium Heparin Blood Collection Tube).
Nakon uzorkovanja kapilarnog uzorka (A), suprotna ruka je zagrijana stavljanjem pod toplu
vodu tijekom 5 minuta te je iz istog prsta uzorkovan uzorak B. Tijekom uzorkovanja
procijenjen je stupanj boli i intenzitet tiskanja (ljestvica 1-5). Stupanj hemolize procjenjen je
usporedbom sa skalom fotografija. U svim uzorcima odredeni su sljede¢i parametri: K, Ca,
AST, LDH, fosfati, Mg, ukupni proteini i glukoza na analizatoru Beckman Coulter AU2700
(Beckman Coulter, Tokyo, Japan) koristenjem originalnih reagensa istog prozvodaca. Razlike
u koncentraciji parametara odredene su parnim Wilcoxonovim testom.

REZULTATI: Pronadene su statisticki znacajne razlike izmedu uzorka venske 1 kapilarne krvi
za sve parametre osim ukupnih proteina. Najveéa razlika zabiljezena je za LDH (venska
plazma = 149 (143-177) U/L vs. kapilarni uzorak A = 302 (253-344) U/L; P < 0,001; razlika
= 102%). Hemoliza nije zabiljeZena u venskim uzorcima, dok je srednja koncentracija
hemoglobina u kapilarnom uzorku A bila 0,3 (0,3-0,7) g/L. Izmedu kapilarnih uzoraka A i B
nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji parametara. Uzorkovanje iz zagrijanog
ubodnog mjesta bilo je manje bolno nego bez zagrijavanja (kapilarni uzorak B = 2,0 (2,0-3,0)
vs. kapilarni uzorak A = 3,0 (2,2-4,0)).

ZAKLJUCAK: Kapilarni uzorak nije adekvatan za odredivanje koncentracije biokemijskih
parametara, s izuzetkom ukupnih proteina. Hemoliza je ucestalija u kapilarnom uzorku u
odbosu na venski. Zagrijavanje ubodnog mjesta ne pridonosi kvaliteti uzorka, ali smanjuje bol
prilikom uzorkovanja.

KLJUCNE RIJECTI: kapilarna krv; hemoliza; kvaliteta uzorka
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ANALITICKA VERIFIKACIJA METODE ZA ODREPIVANJE
FRUKTOZAMINA U PLAZMI NA ANALITICKOM SUSTAVU ROCHE
COBAS INTEGRA 400 PLUS

N. Gucié¢, V. Simicevié, Z. Lipovsek Dunimagloski, M. Sekol, I. Markovi¢

Klini¢ki zavod za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu, KB Merkur, Zagreb, Hrvatska

UvoD

Fruktozamin je skupni naziv za proteine plazme koji s glukozom tvore stabilne ketoamine,
zadrZavaju se u plazmi 2-3 tjedna, zbog Cega je fruktozamin ,,brzi“ pokazatelj promjena u
regulaciji Secerne bolesti u odnosu na HbAlc.

CILI STUDNE

UC¢initi kratku analiticku verifikaciju metode za odredivanje fruktozamina te ocijeniti
prihvatljivost metode za rutinski rad.

METODE
Kolorimetrijski test COBAS INTEGRA Fructosamine (Roche Diagnostics, Svicarska) temelji
se na sposobnosti ketoamina da reduciraju nitroplavi tetrazolij u alkalnom mediju. Nastajanje
formazana mjeri se na 552nm.
Verifikacija metode provedena je kroz slijedece pokazatelje:
- Provjera slucajne pogreske (preciznost) prema EP15-A2 protokolu: dvije razine
kontrolnih materijala u triplikatu kroz pet dana (n=30).
- Provjera mjernog podrucja (linearnost): test dilucije kalibratora Precimat®
Fructosamine
- Procjena mjerne nesigurnosti iz sastavnica mjerne nesigurnosti: ukupna
laboratorijska preciznost, mjerna nesigurnost kalibratora i odmjerne pipete.
Definirani su analiticki ciljevi kvalitete za preciznost (KV%) prema velicini bioloske
varijacije (intraindividualna 3,4% /interindividualna 5,9%), proizvodacu reagensa (za
fiziolosko podruéje 2,8%/za patolosko podruéje 2,5%). Na osnovu navedenih verifikacijskih
pokazatelja uéinjena je zavrsna ocjena prihvatljivosti
metode.

REZULTATI

Ukupna laboratorijska preciznost iznosila je 1,4% za razine fruktozamina 298 umol/L,
odnosno 502 pumol/L .

Linearnost mjernog podrucja za fruktozamin 14—1000umol/L potvrdena je testom dilucije.
Procijenjena je proSirena mjerna nesigurnost +3,0% za razine fruktozamina 296umol/L,
odnosno 502 pumol/L.

ZAKLJUCAK
Ispitivana metoda zadovoljava postavljene kriterije analiticke kvalitete i prikladna je za

rutinsko odredivanje.

KLJUCNE RIJECI: fruktozamin, $e¢erna bolest, analiti¢ka verifikacija
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ZNACAJ LONGITUDINALNOG PRACENJA KONCENTRACIJE
IONIZIRANIH ELEKTROLITA TIJEKOM TRANSPLANTACIJE
JETRE

A. Karadzi¢, E. Sarlija, B. Idzakovié , R. E. Barq, M. Dui¢, M. Galié, N. Sublin, M. Jovi¢,
S. Perkov

KB Merkur, Klini¢ki zavod za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu, Zagreb, Hrvatska

Uvod
Transplantacija jetre uspje$na metoda lijecenja zavrSnog stadija jetrene bolesti.

Cilj rada bio je prikazati znac¢aj longitudinalnog prac¢enja koncentracije ioniziranih elektrolita
tijekom transplantacije jetre u KB ,,Merkur* kroz iskustva Klini¢kog zavoda za medicinsku
biokemiju i laboratorijsku medicinu u okviru rada mobilne laboratorijske jedinice.

Metode

Ispitivanje je obuhvatilo 95 bolesnika kod kojih je tijekom 2013. g. transplantirana jetra.
Koncentracije ioniziranog kalija (K*), natrija (Na"), klorida (CI"), kalcija (Ca™") i magnezija
(Mg"™") odredivane su metodom direktne potenciometrije akreditiranom prema normi HRN
EN ISO 15189. Dinamika odredivanja bila je u predreperfuzijskoj i kasnoj postreperfuzijskoj
fazi svakih 15-30, a u ranoj postreperfuzijskoj fazi svake 2 minute.

Rezultati

Na pocetku prereperfuzijske faze poremecaj metabolizma elektrolita u obliku hipokalijemije
(K*< 3,9 mmol/L), hiponatremije (Na* < 139 mmol/L), hiperkloremije (CI"> 108 mmol/L),
hipokalcemije (Ca*"< 1,18 mmol/L) i hipomagnezemije (Mg**< 0,43 mmol/L) naden je kod
70; 50; 69; 63 i 70 bolesnika. Tijekom prereperfuzijske faze koncentracije Ca*'i Mg*™"
postupno padaju s najnizim vrijednostima u anhepati¢noj fazi, a zatim postepeno rastu nakon
uspostavljanja protoka krvi u presatku. Koncentracije K* naglo rastu u ranoj
postreperfuzijskoj fazi te se postepeno normaliziraju uspostavom metabolicke funkcije
presatka.

Zakljucak

Tijekom transplantacije jetre zbog koristenja transfuzija citratne krvi, konzervacije presatka i
statusa primatelja dolazi do naglih promjena koncentracija ioniziranih elektrolita. Brzo i
ucinkovito intraoperativno pracenje elektrolitskog statusa znacajno je za odrzavanje osnovnih
homeostatskih mehanizama i uspjesnost transplantacijskog lije€enja, $to je u cijelosti
postignuto uspostavom mobilne laboratorijske jedinice za simultano odredivanje acidobaznog
i elektrolitskog statusa.

Kljuéne rije¢i: transplantacija jetre, ionizirani elektroliti.
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USPOREDBA CMIA I ACMIA METODE ZA ODREDIVANJE
KONCENTRACIJE CIKLOSPORINA

R.Kos', I. Volar®, M.Lijovié*, A. Séavnicar', Z.Lali¢*, P.Granic*
'KBC Zagreb, Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, Zagreb, Hrvatska

Uvod: Ciklosporin A (CSA) je imunosupresiv, cikli¢ki peptid fungalnog porijekla. Inhibira
imunoloski odgovor posredovan T — stanicama, reducira sintezu IL2 i sintezu y - interferona.
Pracenje koncentacije (TDM) ciklosporina u transplantiranih bolesnika vazno je zbog uske
terapijske Sirine i znacajne bioloske varijabilnosti. U transplantiranih bolesnika neadekvatna
koncentracija CSA moze dovesti do odbacivanja transplantiranog organa ili do pojave
toksi¢nosti.

Cilj : Cilj studije bio je usporediti CMIA (chemiluminescent microparticle immunoassay) i
ACMIA ( antibody conjugated magnetic immunoassay) dva razli¢ita proizvodaca.
Materijali i metode: Studija je provedena na 31 uzorku pune krvi transplantiranih pacijenata
na terapiji ciklosporinom. Koncentracije ciklosporina odredene su CMIA (prethodna obrada
uzorka) i ACMIA (potpuno automatizirana) metodom.

Rezultati: Koeficijent korelacije izmedu ove dvije metode iznosio je 0,9921 (P<0,0001), a
Cusum test je pokazao da nema znacajnog odstupanja od linearnosti ( P>0,10). Passing —
Bablok regresijska analiza dala je slijedece rezultate: y= - 11,5047 + 0,9850x (95 % CI za
odsjecak na osi y — 23,2506 do — 0,1546, 95% CI za koeficijent pravca 0,9072 do 1,1025)..
Zakljuéak: Uvidom u rezultate moze se zakljuciti da CMIA i ACMIA daju usporedive
rezultate 1 da postoji malena ali konstantna razlika (odsjecak na osi y) izmedu ove dvije
metode. Rezultati dobiveni CMIA metodom su oko 6 % nizi od onih dobivenih ACMIA
metodom

Kljuéne rije¢i: ciklosporin (CSA), CMIA, ACMIA
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ZNACAJ VRIJEDNOSTI RDW-a U PRACENJU ANEMIJE KOD
BOLESNIKA NA HEMODIJALIZI

V.Martiél, J.Kataviél, J.Srziél, A.Sapunarl, I.Salamuniél, B.Paukovié-Sekulict
'KBC Split Odjel za medicinsku laboratorijsku dijagnostiku

Uvod: Sirina raspodjele eritrocita po volumenu, RDW prihvaéen je kao dijagnosticki i
klini¢ki pokazatelj anizocitoze. Kod bolesnika na hemodijalizi koji razvijaju anemiju kroni¢ne
bolesti znacaj RDW-a u dosadasnjim ispitivanjima nije u cijelosti potvrden.

Cilj: U ovom istrazivanju ispitali smo znac¢aj RDW-a te odnos izmedu vrijednosti zeljeza,
hemoglobina (Hgb), postotka hipokromnih eritrocita (%hypo) i RDW-a u bolesnika na
hemodijalizi (HD).

Materijali i metode: IstraZivanje je obuhvatilo 148 bolesnika na HD (57% M i 43% Z).
Eritrocitni pokazatelji odredeni su na analizatoru Siemens Advia 21201 a koncentracija Fe na
analizatoru Beckman Coulter AU680. Statisticka obrada podataka ucinjena je programskom
podrskom MedCalc.

Rezultati: Koriste¢i Spearmanov koeficijent korelacije utvrdili smo da postoji statisticki
znacajna pozitivna korelacija izmedu %hypo i RDW (P <0,001) i statisti¢ki znacajna
negativna korelacija izmedu Fe i RDW (P<0,001) te Fe i %hypo (P<0,001). Izmedu RDW-a i
Hgb ne postoji statistiCki znacajna korelacija. Temeljem smjernica HDNDT ispitanike smo
podijelili u kategorije i ispitali povezanost varijabli. RDW je statisti¢ki zna¢ajno povezan s
obje ispitivane varijable. U kategoriji ispitanika s RDW >15 % broj ispitanika s vrijednostima
Fe ispod normale je 2,1 puta veci nego u kategoriji ispitanika s RDW 9-15%
(x2=9,5;P=0,002). U kategoriji ispitanika s RDW >15 % 1.4 puta je viSe onih koji su imali
%hypo >2,5 u odnosu na ispitanike s RDW 9-15 % (¥2=16,4;P < 0,001). Dijagnosticka
znacajnost RDW-a ispitana je ROC analizom. Cut off vrijednost RDW u odnosu na kategorije
%hypo iznosi 14,6%. U toj vrijednosti osjetljivost RDW za procjenu kategorija %hypo iznosi
92,2% a specifi¢nost iznosi 50% (povrsina ispod krivulje: 0,844; P<0,001).

Zakljuéak: Mozemo zakljuciti da su promjene veli¢ine eritrocita izrazene kroz RDW
direktno povezane s %hypo te da se RDW moze upotrijebiti kao koristan parametar u
pracenju anemije kroni¢ne bolesti kod bolesnika na hemodijalizi.

Kljuéne rije¢i: RDW, hipokromni eritrociti, hemodijaliza
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MATRIX METALLOPROTEINASE-9 AND THEIR TISSUE INHIBITOR
IN OBESITY

A. Silval, C. Oliveiral, D. Almeidal, 7. Luis', F. Mendes!, R. Goncalves2 N. Osério®, A.
Valado!, A. Gabriel* and A. Caseiro*

Ynstituto Politécnico de Coimbra, ESTESC-Coimbra Health School, Anélises Clinicas e Saude Publica,
Portugal; ?Instituto Politécnico de Coimbra, ESTESC-Coimbra Health School, Fisioterapia, Portugal.

Introduction: Obesity is a multifactorial chronic disease that has become a major public
health problem worldwide and now is considered one of the causes for the decline in life
expectancy for the next generation.

Obesity develops when there is a higher calorie uptake than what the body expends, leading to
an accumulation of body fat. This fat excess causes a hyperplasia and / or adipocyte
hypertrophy being obesity associated with extensive modifications in adipose tissue involving
angiogenesis, adipogenesis and proteolysis of the extracellular matrix (ECM). The matrix
metalloproteinases (MMPs) are involved in the process of ECM proteolysis.

MMPs are a family of enzymes known as markers of many inflammatory processes and its
increased expression is found in situations with an active inflammatory event and excessive
degradation of ECM. The matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) is one of these enzymes and
studies have revealed that this is altered in obesity as well as tissue inhibitor of matrix
metalloproteinase 1 (TIMP-1).

Aims: Assess the levels of MMP-9 and TIMP-1 in the serum and saliva as well as the MMP-
9/TIMP-1 ratio in normal weight, overweight and obese individuals.

Material and Methods: The semi-quantification of MMP-9 and TIMP-1 was performed by
slot blot technique.

Results: Individuals with a higher percentage body fat (overweight and obese individuals)
showed higher levels of MMP-9 and lower levels of TIMP-1. The ratio MMP-9/TIMP-1
recorded lower values in normal weight individuals. There were no statistically significant
correlations between the levels achieved in serum and in saliva. The major differences
between groups were obtained in saliva.

Conclusion: MMP-9 and TIMP-1 are altered in obesity and appear to be implicated in ECM
remodeling. Saliva showed to be a fluid with a greater ability to monitor the remodeling of
extracellular matrix and with a better diagnostic potential than serum.

Keywords: Obesity; Inflammation; MMP-9; TIMP-1; Saliva.
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MATRIX METALLOPROTEINASE-2 AND THEIR TISSUE INHIBITOR
IN OBESITY

D. Almeidal, A. Silva®, C. Oliveiral, 7. Luis*, F. Mendes®, R. Gon¢alves2, N. Osério*, A.
Valado!, A. Gabriel* and A. Caseiro*

Ynstituto Politécnico de Coimbra, ESTESC-Coimbra Health School, Anélises Clinicas e Saude Publica,
Portugal;
’Instituto Politécnico de Coimbra, ESTESC-Coimbra Health School, Fisioterapia, Portugal.

Introduction: The obesity prevalence is dramatically increasing over the last decades and it's
becoming one of the most serious public health problems worldwide. Obesity is a
multifactorial chronic disease and can be defined as a nutritional disorder caused by the
excess of fat tissue. This pathology development is linked to the hypertrophy and hyperplasia
of adipocytes and involves angiogenesis, adipogenesis and extracellular matrix remodeling.
The study of matrix metalloproteinases, proteolytic enzymes responsible for the extracellular
matrix remodeling, which are involved in inflammatory process, may contribute to the
development of new perspectives in terms of disease monitoring. Therefore, it becomes
important to prematurely understand the potential consequences and damage of the obesity,
through the evaluation of markers that can reflect the individual inflammatory levels. The
matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) plays an important role on the fat tissue development
and was also demonstrated the role of its tissue inhibitor (TIMP-2) in the maintenance of
adipocytes integrity.

Aims: To determine the MMP-2 and TIMP-2 levels and their ratio in samples of serum and
saliva and compare the results between 3 groups of young individuals (between 18 and 35
years): normal weight, overweight and obese.

Material and Methods: The semi-quantification of MMP-2 and TIMP-2 in the serum and
saliva was performed through the slot blot technique.

Results: The individuals with the highest percentage body fat (overweight and obese) show
MMP-2 levels and MMP-2/TIMP-2 ratio values higher than the individuals in normal weight
group. The obtained results in the saliva showed significant differences not detected in the
serum. Correlations were observed between the levels of MMP-2 and TIMP-2 in the serum
and saliva.

Conclusion: The results of the MMP-2 levels evaluation suggest that has an important role in
the obesity physiopathology. The higher levels of the MMP-2/TIMP-2 ratio show an
unbalance between MMP-2 and TIMP-2. The observed correlations between the serum and
saliva allow us to propose the saliva as an alternative to the serum. Despite both fluids have
the same reflected changes, there were statistical significant differences in the saliva results
obtained, suggesting this fluid to be more sensitive and with potential in the early diagnosis.

Keywords: Obesity; Inflammation; MMP-2; TIMP-2; Saliva.
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USPOREDBA RENINSKE AKTIVNOSTI PLAZME |
KONCENTRACIJE RENINA U PLAZMI

N.Micanovi¢ *, B.Savanoviét, S.Kralik Oguic'l.

'KBC Zagreb, KZLD, Klini¢ka jedinica za laboratorijsku endokrinologiju

Uvod: Inaktivni zimogen prorenin stvaraju stanice bubrega, nadbubrezne Zlijezde, jajnika,
testisa, placente i retine. Iz inaktivnog zimogena nastaje aktivni oblik enzima renin samo u
jukstaglomerularnim stanicama bubrega. Renin prevodi angiotenzinogen u bioloski inaktivni
angiotenzin | koji uz ACE dovodi do nastanka angiotenzina Il.

Mijerenje renina koristi se u: dijagnostici hipertenzije uzrokovane renalnom stenozom;
hiperaldosteronizu, i u kontroli bolesnika s adrenalnom insuficijencijom.

Metoda mjerenja reninske aktivnosti plazme (RAP) sve se viSe napusta zbog negativnog
utjecaja radioaktivnog zracenja na zdravlje, ali i nemoguc¢nosti standardizacije i
automatizacije metode. Sve se viSe odreduje koncentracija renina u plazmi (KRP)
imumokemijskim metodama.

Cilj: Cilj ovog rada bio je usporediti vrijednosti RAP i KRP u plazmi zdravih i bolesnih
pacijenata.

Metode: RAP je odredivana je RIA-metodom- reagens Dia Sorin, analizator-gama brojac-
WALLAC, dok je KRP odredivana imunokemijskom metodom s kemiluminescencijskim
reagensom IDS, ISYS, analizator VIDAS.

Uzorci: U 92 uzorka plazme razlicitih rezultata RAP 1 KRP, od vrlo niskih do vrlo visokih
vrijednosti.

Rezultati: Vrijednosti RAP izraZene su u ng/ml/h. Osjetljivost metode iznosila je 0,1
ng/ml/h. Vrijednosti KRP izrazene su u mIU/L, a osjetljivost ove metode iznosila je 1,8
mIU/I. U 6 uzoraka RAP je ispod granice osjetljivosti metode, dok je u KRP samo u jednom
uzorku izmjerena koncentracija renina manja od granice osjeljivosti.

Statistickom obradom rezultata dobiven je koeficijent korelacije ove dvije metode r=0,99.
Zakljucak: Metoda dredivanja KRP vrlo dobro korelira s metodom RAP. Kako je metoda
mjerenja koncentracije renina dobro standardizirana, brza, jednostavna, automatizirana, a
analizator je spojen s laboratorijskim informacijskim sustavom (LIS), broj predanalitickih
greSaka smanjen je na najmanju mogucu mjeru.

Iz tog razloga preporucujemo prelazak na ovu brzu, standardiziranu i automatiziranu metodu
u svakodnevnom radu.

Kljuéne rije¢i: renin, RAP, KRP

47



2. KONGRES HRVATSKE KOMORE ZDRAVSTVENIH RADNIKA — STRUKOVNOG RAZREDA ZA MEDICINSKO
LABARATORIJSKU DIJAGNOSTIKU, 29.05.-01.06.2014., ZAGREB, HOTEL ESPLANADE

EVALUACIJA IMUNOTESTA S MIKROKUGLICAMA OBILJEZENIM
FLUORESCENTNIM BOJAMA ZA DETEKCIJU AUTOANTITIJELA
PROTIV NUKELARNIH ANTIGENA (ANA)

N. Radié, N. Zivkovié, M. Jovié, A. Coce Zec
KBC Zagreb, Zagreb, Hrvatska

Uvod: Antinuklearna autoantitijela (ANA) usmjerena protiv razli¢itih autoantigena unutar
jezgre stanica karakteriziraju sistemske reumatske bolesti. Prisutnost nekih od tih antitijela
spada medu klasifikacijske kriterije sistemskog eritemskog lupusa (SLE), sistemske skleroze
(ScS), mjeSovite bolesti vezivnog tkiva (MCTD) kao 1 Sjogrenovog sindroma. S obzirom da
je odredivanje ANA kljuéno u dijagnostici sistemskih reumatskih bolesti od izuzetne je
vaznosti njihovo pouzdano odredivanje. Metode indirektna imunofluorescencija (IIF) na HEp-
2 stanicama i imunotest s polistirenskim mikrokuglicama obiljezenim fluorescentnim bojama
su koriStene u tu svrhu.

Cilj: Cilj ovog rada je usporedba osjetljivosti i slaganja dva razli¢ita testa s mikrokuglicama
obiljeZenim fluorescentnim bojama za detekciju ANA antitijela i odredivanje ciljnih antigena
kod bolesnika sa SLE i ispitanika sa sumnjom na sistemske autoimune bolesti.

Metoda: U 45 bolesnika sa SLE i 75 ispitanika sa sumnjom na sistemske autoimune bolesti
uradena je detekcija ANA antitijela i odredivanje ciljnih antigena s dva razlicita testa s
mikrokuglicama obiljezenim fluorescentnim bojama.

Rezultati:

Usporedba rezultata ANA pretrazivanja metodom IIF s metodama na mikrokuglicama
obiljezenim fluorescentnim bojama je pokazala visoki stupanj podudarnosti (kapa vrijednost
od 0,311-0,793 i slaganje od 88-98%). Nepodudarni pozitivni i negativni rezultati i drugaciji
ciljni autoantigeni su nadeni u dva slucaja. Podudarnost u detekciji individualnih ciljnih
autantigena izmedu dva testa s mikrokuglicama obiljezenim fluorescentnim bojama je bila
vrlo dobra (kapa=0,315 i slaganje od 90-98%).

Zakljucak: Nasi rezultati ukazuju da su oba testa AtheNA-ANA i FIDIS Connective 10
pouzdana i korisna u odredivanju antinuklearnih antitijela i ciljnih autoantigena.

Kljué¢ne rije¢i: ANA, IIF, Imunotest s mikkrokuglicama
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ORGANSKE KISELINE U DIJAGNOSTICI NASLJEDNIH
METABOLICKIH POREMECAJA BIOGENEZE ORGANELE
PEROKSISOM

A. Ramljak, A. Delak Fidri, LJ. Spiljar, J. Gulin, K. Miji¢, K. Fumié, K. Bili¢

Klinicki zavod za laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog bolnickog centra Zagreb i Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu

UVOD: Rijetke nasljedne metabolicke poremecaje biogeneze organele peroksisom
karakterizira smanjenje svih katabolickih i anaboli¢kih funkcija peroksisoma. Klini¢ki se
oCituju kao sindrom Zellweger, neonatalna adrenoleukodistrofija 1 infantilna Refsumova
bolest, a karakteristicni simptomi jesu psihomotorno zaostajanje, konvulzije, hipotonija,
hepatomegalija. Preporu¢ena laboratorijska pretraga kod klinicke sumnje na ove bolesti je
analiza masnih kiselina vrlo dugih lanaca u plazmi. Nazalost, ova subspecijalisticka pretraga
je klinicarima teze dostupna Sto znatno produzuje vrijeme do dijagnoze.

CILJ: Ispitati primjenjivost analize organskih kiselina u urinu, inace rutinske pretrage kod
sumnje na nasljedne metabolicke bolesti, za probir na poremecaje biogeneze peroksisoma.
METODE: Analiza organskih kiselina i masnih kiselina vrlo dugih lanaca plinskom
kromatografijom spektrometrijom masa (GC-MS Shimadzu QP2010).

REZULTATI: Nasa dosadasnja iskustva u analizi organskih kiselina (n = 18 750) pokazala su
da nalaz pojaanog izluivanja: adipinske, suberi¢ne, decenedioi¢ne, azelai¢ne, 4-
hidroksifenilmlijecne, pimeli¢ne Kiseline te 3,6-epoksidikarboksilnih kiselina u profilu
organskih kiselina upucuje na moguc¢ poremecaj biogeneze peroksisoma. Nadeno je ukupno
49 bolesnika s ovakvim profilom organskih kiselina. Naknadno su mjerene koncentracije
masnih kiselina vrlo dugih lanaca u plazmi i u 9 bolesnika je potvrdena dijagnoza poremecaja
biogeneze peroksisoma.

ZAKLJUCAK: Analiza organskih kiselina je primjenjiva metoda probira i za poremeéaje
biogeneze peroksisoma. Pri tome je od velikog znacaja analiticko iskustvo medicinsko

laboratorijskog inzenjera.

KLJUCNE RIJECI: organske kiseline, nasljedni metaboli¢ki poremecaji biogeneze
peroksisoma.
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SERUMSKI EOZINOFILNI KATIONSKI PROTEIN (ECP) U
BOLESNIKA S ASTMOM

A. Sever-Poljak}, M. Ozimec-Santavec!, M. Rudolf*

'Klinieki bolnicki centar Zagreb, Klinicki zavod za laboratorijsku dijagnostiku Medicinskog fakulteta sveugilista
u Zagrebu, Zagreb, Hrvatska

Uvod: Eozinofilni kationski protein (ECP) poznat kao ribonukleaza 3 je bazi¢ni protein koji
se nalazi u matriksu eozinofila. ECP je jedan od medijatora koji se oslobada za vrijeme
degranulacije eozinofila i ulazi u okolna tkiva. Odredivanje koncentracije ECP-a u krvi i
sputumu moze biti korisno u pracenju alergijske upale narocito u bolesnika s alergijskom
astmom rinitisom i atopijskim dermatitisom. Povec¢ana razina ECP-a odgovara simptomima
astmatskog napada, a takoder promjene u aktivnosti bolesti reflektiraju se na koncentraciju
ECP-a u bolesnika sa sezonskom astmom. Vise koncentracije ECP-a nadene su u nekim
slu¢ajevima bakterijskih i virusnih respiratornih infekcija, idiopatskoj hipereozinofiliji i
drugim upalnim bolestima.

Cilj: Ovim istrazivanjem usporedili smo koncentracije ECP-a u serumu bolesnika s astmom
i u bolesnika s kroni¢nom obstruktivnom plu¢nom boles¢u (KOPB) sa koncentracijom
ukupnog imunoglobulina E (IgE) u serumu.

Metoda: U 65 bolesnika s astmom i 17 bolesnika s KOPB-om odredili smo koncentraciju
ECP-a i ukupnog IgE-a koriste¢i kemiluminiscencijsku metodu na automatiziranom uredaju
Immulite 2000 XPi (Siemens, USA).

Rezultati: U 46% (30/65) bolesnika s astmom pronadene su vece koncentracije ECP-a i
ukupnog IgE, dok je samo u 17.6% (3/17) bolesnika s dijagnozom KOPB-a izmjerena
povecana koncentracija ECP-a i ukupnog IgE. Takoder, u 32.3% (21/65) asmatic¢nih
bolesnika nije nadena povisena koncentracija ni ECP-a ni ukupnog IgE protutijela, sto znaci
da u 78.4% (51/65) bolesnika s astmom nije bilo razlike u koncentraciji izmjerenih
parametara, bilo da su oba bila povisena ili snizena. Taj postotak za bolesnike s KOPB-om
iznosi 64.7% (11/17) .

Zakljucak: Prikazani rezultati upucuju nato da je koncentracija ECP-a povezana s razinom
IgE u obje skupine bolesnika.

Kljuéne rijeci: astma,imunoglobulin E(IgE),eozinofilni kationski protein (ECP)
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UCESTALOST HEMOLIZE U UZORCIMA KRVI DOSTAVLJENIM U
KLINICKU JEDINICU BIOKEMIJE Il HEMATOLOGIJE RIJEKA
KLINICKOG ZAVODA ZA LABORATORIJSKU DIJAGNOSTIKU KBC
RIJEKA

D. Lenac!, E. Fisiét

'K lini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, KBC Rijeka, Hrvatska

UVOD: Predanaliticki ¢cimbenik koji bitno utjece na nalaze jest prisutnost slobodnog
hemoglobina u serumu ili plazmi zbog ,,in- vitro* hemolize nastale nakon ili tijekom vadenja
krvi. Hemoglobin ometa mjerenje koncentracije mnogih analita i ¢ini uzorak neprihvatljivim.
CILJ RADA: Utvrditi broj hemoliziranih uzoraka zaprimljenih u rutinskom radu Klinicke
jedinice biokemije i hematologije Rijeka tijekom 2013. godine.

MATERIJAL | METODE: Tijekom 2013. godine zaprimljeno je 54.365 uzoraka Kkrvi iz
jedinica KBC Rijeka. Uzorci krvi dostavljeni u laboratorij centrifugirani su i vizualno
pregledani na prisutnost slobodnog hemoglobina. Vidljivo hemolizirani uzorci odbaceni su i
zatrazeno je ponovno uzorkovanje. Podatci su prikupljeni iz protokola o neprihvaéanju
uzoraka.

REZULTATI: Od 54.365 uzoraka hemoliti¢nih je bilo 583 (1,1%). Od hemoliti¢nih uzoraka,
82 (14%) su iz intenzivne njege Klinike za unutras$nje bolesti, 56 (10%) iz Klinike za
neurologiju, 59 (10%) iz Odjela za gastroenterologiju, 54 (9%) iz Klinike za onkoloske
bolesti, 53 (9%) iz Hematoloske dnevne bolnice, 42 (7%) iz Odjela za hematologiju, 33 (6%)
iz Odjela za imunologiju, 35 (6%) iz Odjela za endokrinologiju, 29 (5%) iz Klinike za zarazne
bolesti, 23 (4%) iz Odjela za digestivnu kirurgiju, 21 (4%) iz ambulante Klinike za
onkologiju, 20 (3%) iz Klinike za ginekologiju, 15 (3%) iz Klinike za dermatologiju, 12 (2%)
iz Odjela za opc¢u kirurgiju, 11 (2%) iz Klinike za psihijatriju, 11 (2%) od ambulantnih
bolesnika uzorkovanih u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku, 13 (2%) iz
intenzivne njege Klinike za kirurgiju, 8 (1%) iz Odjela za plasticnu kirurgiju 1 6 (1%) iz
Klinike za otorinolaringologiju.

ZAKLJUCAK: Jedinice koje zbrinjavaju bolesnike s intenzivnim i dugotrajnim postupcima
lije€enja imaju razmjerno veci udio hemolitiénih uzoraka. Rezultati upucuju na potrebu
pojacane paznje pri uzorkovanju krvi u cilju smanjenja broja neprihvatljivih uzoraka. Vazno

je strogo se pridrzavati uputa o izbjegavanju hemolize.

KLJUCNE RIJECI: predanaliti¢ki ¢imbenici, hemoliza
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PRAVILNO UZIMANJE UZORAKA ZA LABORATORIJSKU
ANALIZU

Li. Uroi¢*, M. Fucek®, D. Rogic*
'Klinieki bolni¢ki centar Zagreb, Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku (KZLD), Zagreb, Hrvatska

Uvod: Medicinskolaboratorijska dijagnosticka djelatnost zastupljena je u svim dijelovima
zdravstvenog sustava i ima kljuénu ulogu u zdravstvenoj skrbi za pacijenta jer lije¢nici na
temelju laboratorijskih nalaza donose klju¢ne odluke za pacijenta. Kako bi osigurali uvijek
tocne laboratorijske nalaze, u medicinskobiokemijskim laboratorijima uspostavljena je
sustavna kontrola kvalitete svih faza laboratorijskog rada - predanaliticke, analiticke i
poslijeanaliticke. Budu¢i da se najve¢i postotak pogreSaka dogada u predanalitickoj fazi rada
(¢ak 46-68,2%) sve postupke u toj fazi rada potrebno je standardizirati.

Cilj: Cilj rada je prikazati Priru¢nik za prikupljanje primarnih uzoraka Klini¢ckog zavoda za
laboratorijsku dijagnostiku (KZLD) izraden prema smjernicama za pravilno uzorkovanje krvi
Instituta za standarde u klinickom laboratoriju (CLSI) i Svjetske zdravstvene organizacije
(WHO).

Metode: Predanaliticka faza laboratorijskog rada moze se podijeliti na postupke izvan
laboratorija i u laboratoriju. Postupci izvan laboratorija ukljucuju narucivanje laboratorijskih
pretraga, identifikaciju bolesnika, uzimanje i identifikaciju uzoraka te dostavu u laboratorij,
dok predanaliticki postupci u laboratoriju podrazumijevanju sve aktivnosti potrebne da se
uzorak pripremi za analiticku fazu, a to su identifikacija 1 priprema uzorka (centrifugiranje,
alikvotiranje) te raspodjela uzoraka po radiliStima.

Rezultati: Primjena smjernica iz Priru¢nika za prikupljanje primarnih uzoraka KZLD-a i
neprekidna edukacija svih sudionika u predanalitickim postupcima rezultira smanjenjem
pogresaka.

Zakljucak: Sprjecavanje i izbjegavanje pogreSaka u predanaliti¢koj fazi laboratorijskog rada
je slozeni proces sastavljen od niza povezanih radnji i aktivnosti koje se istovremeno moraju
primijeniti izvan laboratorija - na klini¢kim odjelima i u laboratoriju. Zbog toga je iznimno
vazna suradnja izmedu klinickog i laboratorijskog osoblja i unaprjedenje medusobne
komunikacije.

Kljuéne rijec¢i: predanaliticka faza, smjernice
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BAKTERIJEMIJE | FUNGEMIJE, KLINICKI BOLNICKI CENTAR
ZAGREB 2011.-28.2.2014.

M. Jandrlic*, M. Andelié*, M. Slivar-Renié*, N. Firis, Z. Herljeviél, J. Horvatiét, S. Katié*,
M. Markanovic’l, A. Peéutl, S. Rajiél.

'Klinicki zavod za klinigku i molekularnu mikrobiologiju, Klini¢ki Bolnicki Centar Zagreb

Uvod: Bakterijemije i fungemije produljuju bolnic¢ko lijeCenje i poveéavaju smrtnost.

Cilj studije: Analizirani su mikrobioloski i klini¢ki rizi¢ni ¢imbenici fungemija.
Upoznavanjem odnosa rizika mozemo poboljsati lije¢enje bolesnika.

Metode: Kultivacija, izolacija, identifikacija i testovi osjetljivosti mikroorganizama su radeni
standardnim postupcima. Cimbenici (elektronke bolni¢ke baze) su analizirani univarijatnim i
multivarijatnim statistickim testovima.

Rezultati: U promatranom vremenskom periodu dokazano je 5.274 epizoda bakterijemija i
fungemija. Uzro¢nici epizoda su bile aerobne gram-pozitivne i negativne bakterije,
nonfermentativne i anaerobne, te gljive (60%, 21,9%, 9,7%, 4,9%, 3,4%). Fungemiju su imala
132 bolesnika (181 epizoda, 485 izolata). Bolesnici su lijeCeni u jedinicama intenzivnog
lijecenja, na hematologiji 1 drugim bolni¢kim odjelima (32,6%, 19,7%, 47,7%).

Fungemije su bile polifungalne (28,8%) s >4 izolata (37,9%) i trajale su >3 dana (31,8%).
Uzroénici su bile Candida albicans, non-Candida albicans i plijesni (Fusarium, Aspergillus):
29,3%, 63,5% 1 7,2%. Fungemije plijesnima dokazane su samo kod hematoloskih bolesnika.
Ukupna smrtnost u bolnici je bila 40,2%, a atributivna 28,8% (<60 dana od pocetka
fungemije). Preminuli bolesnici lijeceni su prosjecno na 4 razlicita odjela (1-18), a prezivjeli
na 5 (1-39). Prema multivarijatnoj analizi monofungalne fungemije su imale samo 1-2 izolata,
a gljiviéni uzrocnici su bili osjetljivi in vitro na flukonazol i itrakonazol. Uzro¢nici
polifungalnih su bile non-Candida albicans, ¢es¢e medu preminulim, a tendencija je njihova
viSa ucestalost u djecjoj intenzivnoj.

Zakljucak: Gljivicne infekcije u krvi su relativno rijetke, dokazane kod bolesnika s tezom
osnovnom bolesti, produljuju bolnicko lijecenje i povisuju smrtnost. U velikim bolnickim
centrima Candida albicans je uzro¢nik samo u trec¢ine bolesnika, a ostali fungi su obi¢no
otporniji na antifungalno lijecenje.

Klju¢ne rijeci: fungemija, klinicke bolnice
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DIFFERENTIAL EXPRESSION OF PROTEINS SECRETED BY
KLEBSIELLA STRAINS WITH DIFFERENT PHENOTYPIC PROFILES
TO B-LACTAMS ANTIBIOTICS

L. Martinho, F. Mendes, A. Caseiro, A. Valado, A. Gabriel, N. Osdrio

Department of Clinical Analysis and Public Health, Coimbra Health School, Polytechnic Institute
of Coimbra, Portugal

ESBLs producing Enterobacteriacceae has increased worldwide and is currently one of the
major clinical concerns. Klebsiella species producing ESBLs have sparked new interests
related with the discovery of their mechanisms of resistance. The comparison of
extracellular proteins secreted by several strains classified as ESBLS + or -, can provide
valuable data in protein identification that are involved in this resistance. We were

studied the secretome produced by 5 Klebsiella spp with different phenotypes to antibiotic 3-
lactams. Proteins were extracted by TCA-acetone method and separated by SDS- PAGE;
proteolytic activity was also determined by zymography. In the 5 secretomes compared, we
detected 16 bands in all strains and we found differential expression in the n°9, 11, 13, 14
and 16 with statistical significance. Only 1 band presented proteolytic activity produced by a
single strain (ESBLs+). By analogy of the MW of these bands with proteins already
identified in other species, we presumed a possible identification of PA83, DnaK, p57,
Hp54K, A6-HAG, and gpll4 proteins. These proteins seem to be involved in the
mechanism of resistance of Klebsiella spp and ESBLs phenomenon.

Keywords: Klebsiella spp, Secretome and ESBLs
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IS THERE ANY RELATIONSHIP BETWEEN SYPHILIS, HEALTH
LITERACY AND RISK SEXUAL BEHAVIORS?

V. Mendonca', S. Antunes®, A. Correia Martins?, 1. Andrade®, N Osério®, A Valado!, A
Caseiro’, A Gabriel* and F. Mendes!

'Biomedical Sciences Department ESTeSC- Coimbra Health School, Institute Polytechnic of Coimbra, Coimbra,
Portugal; 2Institute Polytechnic of Coimbra-ESTeSC, Physiotherapy Department, Coimbra, Portugal; >Institute
Polytechnic of Coimbra-ESTeSC,Complementary Sciences Department, Coimbra, Portugal

INTRODUCTION:

Syphilis, a Sexually Transmitted Disease (STD), highly contagious, is transmitted primarily
by sexual activity (oral and anal sex). Although this disease is spread from sores, the vast
majority of those sores go unrecognized. The infected person is often unaware of the disease
and unknowingly passes it on to his or her sexual partner. In general, infection by STD may
depend on lack of knowledge and self-efficacy in social behavior, but also be associated with
health literacy (HL), defined as the degree to which individuals have the capacity to obtain,
process, and understand basic health information and services needed to make appropriate
health decisions.

AIMS:

Determine Syphilis seroprevalence, sexual behavior and HL levels in a population of higher
education students.

METHODS:

To determine Syphilis seroprevalence, a blood sample was collected from each student, from
Coimbra Health School (CHS) and Coimbra Higher School of Agriculture (CHSA), which
was analyzed using the VDRL test, and when reactive, confirmed by the CMIA assay. HL
level and sexual risk behavior were assessed through questionnaires.

RESULTS:

Our sample consisted of 193 students, 105 (54.4%) from CHS, mean age 19.6 years and
90.5% 9, and 88 (45.4%) from CHSA, mean age 22.5 years, 65.9% <. The seroprevalence
for Syphilis was 0% at CHS, whereas at CHSA although 6.8% were initially reactive by
VDRL, after confirmation the seroprevalence was 0%.

Sexually active participants (86.7%) from CHS reported the first sexual intercourse at the age
of 17.2+3.1 years, with an average number of sexual partners of 1.96 + 3.1, while at CHSA,
sexually active participants (95.5%) reported the first sexual intercourse at 17.8 £ 5.2 years
with an average number of sexual partners of 2.89 + 6.0. Concerning condom use, 8.6% and
10.5% of the CHS participants mentioned no condom use during sexual intercourse in the last
6 months and last month respectively, while at CHSA, 21.6% never used a condom during the
last 6 months and 26.1% the last month. A higher number of students of health sciences
(CHS) comparatively to students of agricultural sciences (CHSA) had adequate levels of HL,
respectively 59.9% and 32.5%.

CONCLUSION:

The results show that Syphilis seroprevalence in both groups is 0%. We also observed an
inverse association between HL and higher risk behaviors.

KEYWORDS: Health Literacy, Sexually Transmitted Diseases, Social Behavior, Syphilis,
Higher Education student.
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MIKROBIOLOSKA KONTROLA UVJETA RADA U ODSJEKU ZA
MIKROBIOLOGIJU U FARMACEUTSKOJ DJELATNOSTI
HRVATSKOG ZAVODA ZA TRANSFUZIJSKU MEDICINU

M. Stilinovié®, 1. Batarilo®, J. Salov', R. Lovre®, J. Piskor®, E. Vojvoda?, I. Bidara®, S.
Schenner?, 1. Jukiét

"Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu (HZTM)

Uvod

Sva ispitivanja i testovi u Odsjeku za mikrobiologiju (DMF) izvode se u Cistim i
kontroliranim prostorima sukladno vazecoj europskoj farmakopeji i standardima: 1ISO 14644
Cleanrooms and associated controlled environments (Part 1-9), te ISO 14689 Cleanrooms and
associated controlled environments — Biocontamination control. Mikrobioloska kontrola
uvjeta rada obuhvaca kontrolu zraka, radnih povrsina, ruku i odjece analiti¢ara, a provodi se
redovito, dnevno, tjedno i mjesecno, ovisno o klasama cCistoce zraka (A, B, C, D) 1 kriti¢nosti
postupaka.

Cilj

Prikazati metode i ukupne rezultate mikrobioloske kontrole uvjeta rada u DMF za 2012. i
2013. godinu.

Metode

Uzorkovanje zraka izvodi se aktivno uzorkivac¢em i pasivno taloznom plo¢om na Trypcase
Soy 3P agar podlozi (TSA). Talozna ploca ne smije biti otvorena duze od Cetiri Sata.
Uzorkivac¢em se uzorkuje poznati volumen zraka. Uzorkovanje radnih povrs$ina i odjece
analiticara izvodi se metodom otiska, otiskivanjem Count —Tact 3P agar ploce na odabranu
povrsinu u trajanju 0od oko 11 sekundi. Uzorkovanje tesko dostupnih ili neravnih povrsina
izvodi se sterilnim brisom, prethodno navlazenim sterilnom fizioloskom otopinom. Bris se
zatim nasije na neselektivnu hranjivu podlogu. Ruke djelatnika uzorkuju se otiskivanjem na
TSA plocu, prvo se otisnu jagodice prstiju jedne ruke i palca rubno na jednu polovicu
podloge, a zatim na drugu polovicu podloge jagodice prstiju druge ruke te palca u sredinu.
Dobiveni uzorci inkubiraju se 5 dana pri temperaturi 30-35°C, ploce se pregledavaju a
eventualni porast izraZzava Se kao broj poraslih kolonija (CFU - colony forming unit).
Rezultati

U promatranom periodu uzorkovano je 5887 uzoraka, od ¢ega je 5875 (99,79%) imalo
zadovoljavajuce rezultate, a 12 (0,21%) je imalo rezultate izvan prihvatljivih granica.
Zakljucak

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je sustav pod kontrolom, ali primjenom daljnjih
mjera treba nastojati smanjiti broj rezultata izvan prihvatljivih granica.

Kljuéne rijeci: mikrobioloska kontrola, Cisti prostori
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MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA DUCHENNE/ BECKEROVE
MISICNE DISTROFIJE

A. Acman Barisiét, A. Merkler!, S. Skaro', K. Petroviét, D. Caban?, Lj. Juricié, J. Serti¢t?

! Klinigki bolni¢ki centar Zagreb, Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, Zagreb, Hrvatska
2 Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu, Zavod za kemiju i biokemiju, Zagreb, Hrvatska

Duchenne/Beckerova misi¢na distrofija (DMD/BMD) je distrofinopatija koja nastaje kao
posljedica mutacije u genu DMD zbog koje dolazi do potpunog ili samo djelomi¢nog
nedostatka proteina distrofina. DMD/BMD se nasljeduje kao X-vezano recesivno svojstvo,
zbog Cega obolijevaju muskarci, a Zene su najcesce zdravi prenositelji bolesti kod kojih se
mogu javiti blazi simptomi. DMD je tezi oblik bolesti s incidencijom od oko 1:3.500 muske
novorodencadi, te je prisutan potpun nedostatak distrofina, a BMD je blazi oblik s puno
manjom incidencijom (1:30.000 muske novorodencadi) i samo djelomi¢nim nedostatkom
distrofina. Kao i kod drugih X-vezanih recesivnih svojstava, vjerojatnost prijenosa mutacije
na potomke iznosi 50%, a o¢itovanje bolesti ovisi o spolu djeteta. Uzrok DMD/BMD moze
biti delecija, duplikacija ili tockasta mutacija u DMD genu. Cilj rada bio je utvrditi delecije/
duplikacije gena DMD kod pacijenata sa sumnjom na DMD/BMD. Ranije se koristila
viSestruka lan¢ana reakcija polimerazom (Multiplex PCR) kojom su se utvrdivale delecije 18
eksona i1 promotorske regije samo kod osoba muskog spola. U novije vrijeme koristi se
metoda viSestrukog vezivanja umnozenih proba (MLPA) kojom je moguce utvrditi del/dupl
svih eksona gena DMD i alternativnog eksona 1DP427¢. Takoder je moguce detektirati
heterozigotne delecije /duplikacije kod osoba zenskog spola. Analizom 644 DNA uzoraka
metodom visestruki PCR/elektroforeza, dokazano 144 delecija jednog ili vise eksona.
Paralelnim koriStenjem obje metode primjenjene na 75 uzoraka DNA, dokazano je 12 delecija
jednog ili vise eksona, 1 duplikacija vise eksona i 3 heterozigotne delecije (Zenski
heterozigoti). MLPA metoda omoguc¢ava mnogo opsezniji probir u odnosu na mnoge druge
metode koje se koriste za analizu gena DMD, moguce je utvrditi ranije previdene delecije /
duplikacije. Molekularna potvrda distrofinopatije, osim za iskljucenje drugih bolesti, vazna je
za genetsko savjetovanje, detekciju prenosioca i prenatalnu dijagnostiku.

Klju¢ne rije¢i: DMD/BMD, delecija, duplikacija, MLPA
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UCESTALOST POLIMORFIZMA METABOLICKOG ENZIMA
CYP2C19 U HRVATSKOJ POPULACIJI

M.Mezak Herceq®, Z Mirkovié¢', N.Bozina'

2IK linigki bolni¢ki centar Zagreb, Klinicki zavod za laboratorijsku dijagnostiku medicinskog fakulteta sveucilista
u Zagrebu, klini¢ka jedinica za farmakogenomiku i individualizaciju terapije, Zagreb, Hrvatska

CYP2C19 pripada superporodici enzima citokroma P450. Gen koji kodira ovaj enzim je
polimorfan §to je znacajno za klini¢ku praksu jer enzim CYP2C19 sudjeluje u metabolizmu
vise vaznih lijekova poput antidepresiva amitriptilina, citaloprama, sertralina, moklobemida,
barbiturata, anksiolitika diazepama, inhibitora protonske pumpe poput omeprazola, dijelom
rosuvastatina, valproata. Enzim ima takoder vaznu ulogu u aktivaciji prolijeka klopidogrela u
aktivni spoj. 2-5% bjelacke populacije i oko 20% azijata su spori metabolizatori za

2C19*3 koji kodiraju inaktivni enzim, dok je polimorfizam CYP2C19*17 odgovoran za
povecanu ekspresiju enzima i posljedi¢no ubrzan metabolizam lijekova supstrata. Spori
metabolizatori su podlozniji nuspojavama lijekova supstrata poput hepatotoksicnosti i
nefrotoksi¢nosti u odnosu na intermedijarne i brze metabolizatore. U slu¢aju primjene
antiagregacijskog lijeka klopidogrela nosioci inaktivirajucih alela CYP2C19*2, *3 imaju
povecan rizik razvoja ozbiljnih kardiovaskularnih dogadaja, dok nosioci alela 2C19*17
imaju povecan rizik razvoja krvarenja zbog povecane antiagregacijske aktivnosti, ali i veéi
protektivni u¢inak klopidogrela.

Cilj naseg rada bio je ispitati ucestalost polimorfnih alella CYP2C19*2*3*17 u hrvatskoj
populaciji. Ispitanici i metode. Analizirali smo 325 ispitanika hrvatskog podrijetla, dobi 18-65
godina. DNA je izdvojena iz pune krvi s antikoagulantom EDTA, primjenom metode
isoljavanja. Genotipizacija polimorfizama CYP2C19 provedena je metodom PCR u stvarnom
vremenu- TagMan, upotrebom gotovih kitova proizvodaca Applied Biosystems. Ucestalost
polimorfnih alela za CYP2C19 je: ultrabrzi metabolizator (UM) (*1/*17, *17/*17) 30,15%
tj.6,76%, brzi metabolizator (EM) (*1/*1) 34,46%, inetrmedijarni metabolizator (IM) (*1/*2)
20,30%, spori metabolizator (PM) (*2/*2) 3,07%

Zaklju€ak. Zbog znacajne ucestalosti polimorfizama CYP2C19 u hrvatskoj populaciji
genotipizacija moze pomoci u individualizaciji terapije i sprje¢avanju nuspojava lijekova
supstrata CYP2C19.
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COMPARISON OF TWO REAL-TIME RT-PCR TESTS FOR
DETECTION OF INFLUENZA VIRUS

V. Spendal. J. Stoki¢, N. Fajfar, V. Tomi¢

University Clinic of Respiratory and Allergic Diseases, Laboratory for Respiratory Microbiology, Golnik,
Slovenia

INTRODUCTION

Influenza is a highly contagious viral infection of the upper respiratory tract. The flu is spread
by virus-infected droplets that are coughed or sneezed into the air. It affects all age groups and
in severe cases of the disease it can lead to pneumonia and bacterial super-infection. This can be
fatal for children, elderly and people with long-term health problems. That is why the
importance of rapid laboratory diagnostic of influenza viruses has increased and by using real
time RT-PCR tests detection is simple and rapid.

AIM

The aim of our study was to compare two different commercially available molecular tests for
detection of influenza viruses: the Magicplex RV Panel Real-time Test (Seegene, South Korea)
and the RIDA GENE Flu Test (R-Biopharm, Germany).

MATERIALS AND METHODS

A total of 60 clinical samples (nasal swabs) were tested. Samples were collected from patients
with suspected respiratory infection between December 2013 and March 2014. All samples
were tested with Magicplex RV Panel Real-time Test (MRV) and RIDA GENE Flu Test
(RIDA). MRV is a qualitative in vitro test for the detection of 12 respiratory viruses. RIDA is a
multiplex real-time RT-PCR for the direct, qualitative detection and differentiation of influenza
viruses. Viral nucleic acid (NA) was isolated from all clinical samples with automated
extraction methods (NorDiag, Norway). The results were compared.

RESULTS
We tested 60 clinical samples in parallel with two different real time RT-PCR molecular tests:

e 22 (36,7%) samples were positive for Flu A with MRV test;
e 20 (33,3%) samples were positive with RIDA test.
We did not detected Flu B in any sample.

CONCLUSION

Both molecular tests are valuable tools for detection of influenza viruses. The RIDA test is
easy to use and the results are available in aprox. 2 hours. For MRV test more time is needed to
final result (aprox. 5,5 hours), but it is a fraction more sensitive than RIDA test.

KEYWORDS: influenza, RT-PCR, comparison
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USPOREDBA NEVIRUSNIH UPALA U VAGINALNO - CERVIKALNO
— ENDOCERVIKALNIM RAZMAZIMA U ZENA U GENERATIVNOJ
DOBI | POSTMENOPAUZI

M. Gregoric’l, K. Trutin Ostovié?

! Zdravstveno ugiliste, Zagreb, Hrvatska
2 Centar za klinicku citologiju i proto¢nu citometriju, Klini¢ka bolnica Dubrava, Zagreb, Hrvatska

Infekcije donjeg dijela genitalnog trakta zene i simptome koje one izazivaju ubrajaju
se u najcesce ginekoloske probleme. Tri naj¢es¢a uzroc¢nika nevirusnih infekcija su:
Gardnerella, Candida i Trichomonas. Iako se prenose spolnim odnosom, to nije uvijek nuzno
za obolijevanje. Najrasirenija metoda skrininga je citoloska analiza VCE razmaza - ,,Papa
test*. Analiza omogucuje detekciju premalignih lezija 1 dijagnostiku malignih lezija,
identifikaciju uzro¢nika spolno prenosivih bolesti, odredivanje hormonskog statusa te
pracenje terapije. Nevirusne upale su najcesce bolesti koje se dijagnosticiraju citoloSkom
analizom VCE razmaza u Zena. Ciljevi rada bili su na malom neovisnom uzorku Zena
generativne dobi 1 Zena u postmenopauzi utvrditi vrste infekcija te usporediti rezultate prema
ucestalosti 1 vrstama infekcija izmedu dvije skupine. Retrospektivno je analizirano 60 VCE
razmaza zena koje su isklju¢ivo imale nevirusne upale tijekom 2008. godine na Odjelu za
klinicku citologiju i citometriju KB Dubrava. Rezultati rada su slijede¢i : u VCE razmazima
zena generativne dobi nalazi se veci broj uzro¢nika; u obje skupine prisutan je 1 ili vise
uzro¢nika u jednom VCE razmazu; u Zena generativne dobi prisutan je veci broj uzrocnika;
mijesana flora i B. vaginalis su najées¢i uzro¢nici; L. vaginalis zastupljen je u obje skupine ;
T. vaginalis i gljive su ¢esc¢e u postmenopauzi, a G. vaginalis, mijesana flora i B. vaginalis u
generativnoj dobi; C. trahomatis i Actinomyces nadeni su samo u generativnoj dobi; kod svih
zena generativne dobi prisutni su B. vaginalis i mijesana flora; ucestalost uzro¢nika najveca je
u Zena do 35. godina; u postmenopauzi prisutni su mijeSana flora i gljive; ucestalost uzro¢nika
najmanja je u postmenopauzi. Citoloskom analizom VCE razmaza mozemo vrlo rano u
asimptomatskih Zena, zena generativne dobi i Zena u postmenopauzi otkriti nevirusne upale,
sprijeciti komplikacije nelijeCenja te se stoga preporuca jednom godiSnje napraviti ,,Papa“
test.

Kljuéne rijeci : VCE razmaz, uzro¢nici nevirusnih upala, Zene generativne dobi i u
postmenopauzi
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ULOGA ELEKTRONSKE MIKROSKOPIJE U DIJAGNOSTICI
GLOMERULA

l. Mamuca, M. Tudié, M. Juresié, K. Suvak, J. Bacalja, A. Bauer Segvi¢, D. Galesi¢
Ljubanovi¢

UvoD

Za postavljanje to¢ne dijagnoze bubreznih bolesti nuzna je biopsija bubrega i analiza
dobivenog tkiva metodama svjetlosne mikroskopije (SM), imunofluorescentne mikroskopije
(IF) i elektronske mikroskopije (EM). EM jedini je nacin na koji se vidi ultrastruktura tkiva.
EM umjesto vidljive svjetlosti i optickih leca, koristi snop elektrona koji usmjerava i fokusira
pomocu elektromagnetskog polja. Povecanje moze biti i do 800 000 puta (u usporedbi s 1000
do 1500 puta kod svjetlosnog mikroskopa), a mo¢ razlucivanja d=0,2.

Pomoc¢u EM prepoznajemo promjene koje se ne mogu vidjeti metodom SM. Takoder je
moguce utvrditi to¢nu debljinu bazalne membrane glomerula (GBM) sto je narocito vazno
kod bolesti kao sto su Alportov sindrom, nefropatija tankih bazalnih membrana te bolest
minimalnih promjena. EM je skupa metoda te se postavlja pitanje opravdanosti njene
primjene u rutinskoj dijagnostici bolesti bubrega na tkivu dobivenom bubreznom biopsijom.
Cilj ovog rada je utvrditi koliko je EM doista potrebna u dijagnostici bolesti bubrega.

MATERIALI | METODE

EM koji se koristi u KB Dubrava (Jeol JEM-1400). Bioloski uzorci s obzirom na nisku
kontrastnost ne bi dali nikakvu sliku u EM pa se prethodno obraduju i kontrastiraju teskim
metalima. Uzorak se fiksira u MC Dowell-ov fiksativu, postfiksacija osmij tetroksidom,
dehidracija i prozimanje tkiva smolom, uklapanje u smolu i polimerizacija 60°C.

Blokovi se rezu na ultramikrotomu, prvo polutanki rezovi na staklenom nozu 0,5-1um, a onda
I ultratanki rezovi na dijamantnom nozu 50-100nm, ultratanki rezovi (50-100 nm) na bakrenoj
mrezici se kontrastiraju uranil acetatom i olovnim citratom.

REZULTATI

U tu svrhu analizirali smo bazu podataka biopsija bubrega Klinickog zavoda za patologiju i
citologiju KB "Dubrava™ u periodu od 1.1.2008. do 31.12.2011. godine. Analizirani su uzorci
dobiveni biopsijom bubrega 472 pacijenta. Preliminarne dijagnoze dobivene pomoc¢u SM i IF
su usporedene s kona¢nim dijagnozama (SM, IF, i EM). Utvrdeno je da je nakon pregleda
uzoraka metodom EM preliminarna dijagnoza promijenjena u 29% bolesnika. Mjerenjem
debljine GBM uoceno je da je debljina GBM razlicita kod razlicitih glomerularnih bolesti. Do
zadebljanja GBM dolazi kod dijabeticke nefropatije, dok je GBM stanjena kod nefropatije
tankih bazalnih membrana i bolesti minimalnih promjena. U Alportovom sindromu GBM je
naizmjence jako tanka pa relativno debela (debljina GBM ima siroku standardnu devijaciju).

ZAKLIUCAK

Zakljucno, rezultati nase studije kao i podaci iz svjetske literature pokazuju da je upotreba EM
opravdana rutinska dijagnosticka metoda u obradi uzoraka dobivenih biopsijom bubrega
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THE INCIDENCE OF ABNORMAL PAP SMEARS IN VUKOVAR
AFTER THE CROATIAN WAR OF INDEPENDENCE

S. Urisk!, V. Nadas?, A. Blazanovi¢!, M. Semenié-Rutko® and K. Trutin Ostovic?

!Department of Patology and Forensic Medicine, General Hospital, Vukovar, Croatia,
“Department of Clinical Cytology, General Hospital, Vukovar, Croatia,

*Gynecology Private Practice, Vukovar, Croatia,

“Centre of Clinical Cytology and Cytometry, Dubrava University Hospital, Zagreb, Croatia

Aim: To determine the frequency and cytological patterns of abnormal Pap smears in
Vukovar, the Hero City after the Croatian war of Independence in 2000 and 2010 and to see
whether there is any difference in the incidence of abnormal Pap smears between these two
periods.

Methods: Conventional Pap smears were analyzed in 2000 by modified Bethesda System
1988 - Zagreb 1990 and in 2010 by modified Bethesda System 2001 - Zagreb 2002. As the
different classification systems were used it was needed to combine atypical squamous cells
of unknown significance (ASC-US) and cervical intraepithelial neoplasia (CIN) I into CIN I,
so the incidence of abnormal Pap smears between 2000 and 2010 could be compared. All
cases of CIN I1l and carcinomas were confirmed by histopathology.

Results: The retrospective study includes 96 (2.7%) abnormal Pap smears out of 3615 in
2000 and 130 (3.2 %) abnormal Pap smears out of 4002 in 2010. In 2000 there were 65
(1.8%) CIN I, 14 (0.4%) CIN I, 12 (0.3%) CIN 11, 2 (0.06%) squamous cell carcinoma and 3
(0.08%) abnormal glandular lesions. In 2010 there were 92 (2.3%) CIN I, 8 (0.2%) CIN 11, 10
(0.2%) CIN 111, 2 (0.05%) squamous cell carcinoma and 18 (0.5%) abnormal glandular
lesions.

Conclusion: In 2010 the incidence of total abnormal Pap smears, CIN | and abnormal
glandular lesions was higher than in 2000, while the incidence of CIN II, CIN |1l and
squamous cell carcinoma was higher in 2000 than in 2010.

Keywords: Dysplasio cervicis uteri, CIN
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UCESTALOST KARCINOMA DEBELOG CRIJEVA U PACIJENATA
LIJECENIH U OZB VUKOVAR OD 2003. DO 2013. GODINE

S. Urisk!, N. Janus?, A. Janci¢t, A. Blazanovié!

'Odjel za patologiju i sudsku medicinu, Opéa zupanijska bolnica VVukovar

UVOD: Prema podacima Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, rak debelog
crijeva drugi je najéeséi oblik raka u oba spola. Cesée oboljevaju muskarci u odnosu na zene,
a u 90% oboljelih radi se 0 osobama starijim od 50. godine zivota. Kako bi se smanjio rizik od
oboljevanja te samim time i smrtnost, uveden je Nacionalni program ranog otkrivanja raka
debelog crijeva koji ima za cilj sto ranije dijagnosticiranje, a poceo se provoditi krajem 2007.
godine.

CILJ: Utvrditi da li postoji razlika u broju oboljelih u OZB Vukovar prije i nakon pocetka
provodenja Nacionalnog programa ranog otkrivanja raka debelog crijeva.

METODE:Analizirani su histoloski preparati pacijenata oboljelih od raka debelog crijeva,
izradeni od parafinskih blokova, bojani metodom hemalaun-eozin u patohistoloskom
laboratoriju od 2003. do 2013. godine.

REZULTATI: Od ukupno 17714 pacijenata, 345 (2%) ima dijagnozu karcinom debelog
crijeva i to 33 (10%) Dukes A, 172 (50%) Dukes B, 119 (34%) Dukes C i 21 (6%) Dukes C.
Od 345 pacijenata 131 (38%) bilo je u razdoblju od 2003. do 2007. godine, a 214 (62%) u
razdoblju od 2008. do 2013., muskaraca je 206 (60%), zena 139 (40%) u dobi od 30 do 88
godina. Od posljedica bolesti od 345 oboljelih pacijenata umrlo je 83 (19%).

ZAKLJUCAK: Broj oboljelih muskaraca je za 20% veéi u odnosu na Zene. Prije po¢etka
screeninga od 2003 do 2007. bilo je 24% manje dijagnosticiranih karcinoma nego u razdoblju
od 2008. do 2013. kada se poceo provoditi. Najces¢i stupanj karcinoma je Dukes B koji Cini
50% ukupno dijagnosticiranih. Karcinom je najcesce dijagnosticiran u dobi od 63 do 73
godine (41%).
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PRIKAZ NESUKLADNOSTI I GRESAKA KOD ODREPIVANJA
ERITROCITNIH ANTIGENA

M. Ancié, S.Dajak
KBC Split, Split, Hrvatska

Cilj ovog istrazivanja je analizirati greske i1 nesukladnosti nastale kod odredivanja eritrocitnih
antigena dobrovoljnih davaoca krvi (DDK).

Metode

Istrazivanje je provedeno na Odjelu za transfuzijsku medicinu KBC-Split u dvogodisnjem
razdoblju (2012. 1 2014.). Za navedeno razdoblje analizirali smo nesukladnosti i greske koje
su prijavljene Odsjeku za osiguranje kvalitete. Nesukladnosti u odredivanju eritrocitnih
antigena su podijeljene na administrativne i analiticke greske.

Rezultati

U pra¢enom razdoblju evidentirana je ukupno 21 greska, od kojih je 12 (57%) bilo
administrativnih, a 9 (43%) analitickih. Administrativne greske su nastale prilikom
prepisivanja podataka iz “ru¢no” vodene kartoteke u informaticki sustav e-Delphyn. PogreSan
upis se dogodio kod ABO antigena (N=3); Rh antigena (N=2); Kell antigena (N=2); Kidd
antigena (N=3) te ostalih antigena (N=3). Analiticke greSke su nastale zbog pogresaki u
izvedbi laboratorijskih testova ili pogreSne interpretacije dobivenih rezultata. Pogresno su
odredeni ili interpretirani sljedeci antigeni: RhD (N=2); RhE (N=1); Rhe (N=1); Kidd (N=4);
M (N=1). Analiti¢ke pogreske se nisu dogodile jedino kod ABO antigena jer se ovi antigeni,
zbog svoje vaznosti u transfuzijskom lijecenju, dvostruko odreduju ve¢ pri prvom testiranju.

Zakljucak

Uvodenjem informatickog programa e-Delphyn u transfuzijsku medicinu smanjiti ¢e se broj
administrativnih gresaka i time povecati sigurnost transfuzijskog lijeCenja. Analiticke
pogreske se preveniraju u rutinskom radu dvostrukim tipiranjem eritrocitnih antigena prije
konac¢nog ispisa antigena na krvnom pripravku.

Kljucne rijeci: administrativne greske, analiticke greske, eritrocitni antigeni
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PROTOCNA CITOMETRIJA U DIJAGNOSTICI PAROKSIZMALNE
NOCNE HEMOGLOBINURIJE I SRODNIH POREMECAJA

M. Hrka¢, K. Dubravci¢, D. Batinié¢

Klini¢ki bolnicki centar Zagreb, Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, KJ za stani¢nu
imunodijagnostiku, Zagreb, Hrvatska

Paroksizmalna no¢na hemoglobinurija (PNH) je rijetka, ali po Zivot opasna bolest koju
karakterizira oSte¢enje funkcije koStane srzi (citopenija), hemoliza s pojavom hemoglobina u
urinu i tromboza. Bolest nastaje zbog mutacije gena PIG-A koji sudjeluje u sintezi spoja GPI
(glikozilfosfatidilinozitola) za koji se ,,sidre* proteini vazne za funkciju krvotvornih stanica.
Upravo manjak nekih od tih molekula na eritrocitima dovodi do njihove povecane osjetljivosti
na komplement iz seruma i posljedi¢ne hemolize. U laboratorijskoj dijagnostici PNH
godinama su se koristili Hamov test i test hemolize saharozom, a od 1986. i proto¢na
citometrija. Medutim, tek su 2010. objavljene preporuke za standardizirano mjerenje PNH
protocnom citometrijom. Cilj ovog rada bio je ispitati ucestalost nalaza eritrocitnih i
leukocitnih PNH klonova u perifernoj krvi ispitanika sa sumnjom na PNH ili drugo oStecenje
funkcije kosStane srzi, najceS¢e aplasticne anemije (AA) s pomocu standardizirane protocne
citometrije. U tu su svrhu analizirani uzorci periferne krvi 137 ispitanika sa sumnjom na PNH
1 AA (citopeniju) u razdoblju od 15 mjeseci. Za obiljezavanje stanica koristena su sljedeca
monoklonska protutijela: anti-CD59 za eritrocite, odnosno anti-CD15, anti-CD24, anti-CD45
1 FLAER za granulocite. Uzorci su analizirani proto¢nim citometrom FACSCalibur. Od
ukupno 137 ispitanika, PNH klonovi nadeni su u 28 (20,4%) ispitanika, pri ¢emu se u 11 (8%)
ispitanika radilo o PNH klonovima u praéenju, a u 17 (12,4%) ispitanika radilo se o
novootkrivenim PNH klonovima razli¢ite veli¢ine (<1%>). U zakljucku,
proto¢nocitometrijska analiza PNH klonova predstavlja brzu, objektivnu i vrlo osjetljivu
metodu (klonovi veli¢ine <1%) pogodnu za rutinsku dijagnostiku PNH i srodnih poremecaja.
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ANTIBODIES OF THE NEW HISTO-BLOOD SYSTEM - FORS
SYSTEM: PREVALENCE IN SWEDEN

C. Jesus®: S. Brito!; C. Hesse?: N Osério*, A Valado?®, A Caseiro®, A Gabriel*, F. Mendes' and
L. Svensson?

'Biomedical Science Department of ESTeSC— Coimbra Health School, Polytechnic Institute of Coimbra,
Coimbra, Portugal

’PhD, Biomedical Scientist, Department of Clinical Chemistry and Transfusion Medicine, Sahlgrenska
University Hospital, Gothenburg, Sweden

BACKGROUND: In 1987 three unrelated English families was reported with an alleged
subgroup called Agze. The Agqe positive family members showed a divergent antibody and
lectin reaction pattern of RBC. The lectin Helix Pomatia (strong reaction), polyclonal
antibodies anti-A (weak response) and monoclonal antibodies anti-A (no reaction), suggesting
a controversy. Swedish researchers found evidences that lead to abolish the subgroup Apse and
instead the FORS blood group system was established (accepted by ISBT 2012 as blood
group system 31). KODE ™ technology is a method that can modify various biosurfaces with
bioactive products without affecting cell viability and functionality.

AIMS: Study the frequency of anti-Forssman (anti-Fs) antibody in a Swedish blood donor
population.

MATERIAL AND METHODS: Plasma from a total of 126 blood donors were included in
the study. Kodecytes were constructed by incorporate FSL-Fs (0.05 mg/mL) into O RBC. The
Fs-kodecytes were tested with anti-Fs (M1/22.25.8HL) monoclonal antibody, lectin Helix
Pomatia and plasma samples using the gel column technique (Coombs anti-IgG and NaCl).
RESULTS: The frequency of anti-Fs was 100% in the Swedish blood donor population for
both IgG and IgM.

CONLUSION: The KODE ™ technology is suitable to investigate the frequency of anti-Fs.
In this Swedish donor population (n=126) we didn’t find any individual lacking the anti-Fs.
However, it can be a problem in transfusion medicine if a FORS+ individual needs a blood
transfusion or transplantation.

KEYWORDS: New Histo-Blood Group; FORS System; Anti-Fs Antibody; KODE™
Technology.
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THE IMPACT OF ABO ANTIBODIES TITERS DETERMINED IN A
PORTUGUESE DONOR POPULATION- PRELIMINARY RESULTS

C Telha®, CS Pereira?, C Faria?, J Tomaz?, C Hesse®, N Osério®, A Valado!, A Caseiro®, A
Gabriel* and F. Mendes®

'Biomedical Sciences Department ESTeSC- Coimbra Health School, Institute Polytechnic of Coimbra, Coimbra,
Portugal;

’Medicine Transfusion and Blood Service, Centre Hospitalar and Universitary of Coimbra, Coimbra, Portugal

®PhD, Biomedical Scientist, Department of Clinical Chemistry and Transfusion Medicine, Sahlgrenska
University Hospital, Gothenburg, Sweden

INTRODUCTION:

Platelets (PLT) are blood cells with an important role in coagulation. When these are reduced
in number or dysfunctional, bleeding risk increases significantly and the transfusion of this
blood component is an essential part of therapy. The practice of PLT transfusion non
isogrupal may be associated with hemolytic transfusion reactions (HTR), decreasing PLT
response, increased anti-A; and anti-B titers, and decreased PLT survival after transfusion
with intravascular hemolysis. The literature considers values > 256 as “high titer”, recent
studies have demonstrated the occurrence of HTR with titers considered low (< 64).

AIMS:

Determine the titer of ABO antibodies in a Portuguese population of donors, whose platelets
pool was used to be transfused not isogrupal.

METHODS:

To determine the ABO group of the donors, cellular and serological, using commercial serum
anti-A, anti-B and cells A; and B, respectively and three 0 cells to screen for alloantibodies. In
order to calculate samples titer, successive dilutions were used with NaCl 0.9%, the dilutions
were tested against A;, A, and B group cells.

RESULTS:

Our sample consisted of 49 units of platelet concentrate that correspond of 15 pools, 19
(38.78%) of group A, 4 (8.16%) of group B and 26 (53.06%) of group 0.

In group A a titer of 8(minimum 1, maximum 32) for anti-B. In group B was reported a titer
of 8 (minimum 4, maximum 32) for anti-A; and 2 (minimum 1, maximum 8) for anti-A,. In
group 0 was reported a titer of 32 (minimum 1, maximum 256) for anti- A;, 16 (minimum1,
maximum 256) for anti-A; and 24 (minimum 8, maximum 256) for anti-B.

CONCLUSION:

The results show that the samples studied were found below the titers mentioned in the
literature, however this are just a preliminary results. In a near future we will reproduce the
pool and study it in order to verify if an effect of synergism or antagonism is observed.

KEYWORDS: ABO blood Groups, donors, titles, incompatible.
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RASPROSTRANJENOST ABO i RH D KRVNIH GRUPA U SVIJETU I
HRVATSKOJ

M. Pavi¢', M. Strauss Patko?, M. Herceg®

! Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb, Odjel za krvne pripravke;
2 Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb, Banka krvi;
® Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb, Odjel za informatiku

Uvod: Zbog velike etnicke i kulturalne raznolikosti u populaciji stanovnistva, postoji i
znacajna razlicitost u zastupljenosti ABO i Rh D krvnih grupa izmedu pojedinih zemljama
svijeta. Ova razlicitost dolazi do izrazaja i unutar pojedinih zemalja obzirom na njihovu
veli¢inu 1 smjestaj na geografskoj karti.

Cilj: Prikazati zastupljenost pojedinih ABO i Rh D krvnih krupa u Hrvatskoj da se vidi da li
postoji razlika u zastupljenosti izmedu pojedinih Zupanija, te usporediti s distribucijom krvnih
grupa u svijetu.

Metode: Kao model za u Hrvatskoj koristena je baza dobrovoljnih darivatelja krvi u
Hrvatskoj, buduci da darivatelji krvi predstavljaju reprezentativnu skupinu populacije
stanovnistva. Obradena je cjelokupna populacija drivatelja Hrvatske. Analizirana je
zastupljenost ABO 1 Rh D krvnih grupa u svakoj od navedenih Zupanija. Dobivene vrijednosti
izrazene su u postocima. Dobivene vrijednosti usporedene su s podacima iz literature za ostale
zemlje u svijetu.

Rezultati: Hrvatska ima 4,3 milijuna stanovnika i ukupno registriranih 350.000 aktivnih
darivatelja krvi. Zastupljenost pojedinih ABO 1 Rh D krvnih grupa po Zupanijama je slijedeca:
31,30% A+; 29,35% 0+; 14,83% B+; 7,01% A-; 6,72% 0-; 6,13% AB+; 3,31% B-; 1,35%
AB-. Zastupljenost pojedinih ABO i Rh D krvih grupa u Svijetu je: grupa A zastupljena
izmedju 25-40% u Sjevernoj Americi ( u Juznoj samo 0-5% ), Europi i Australiji, na ostalim
mjestima je manje zastupljena.; grupa B je zastupljena od 20-30% uglavnom isto¢no od Urala
- najviSe u Sibiru, Kini i Indiji, ima je i na drugim mjestima ali u manjim koli¢inama, dok je u
Australiji i Amerikama gotovo nepostojeca.; grupa O je zastupljena u cijelom Svijetu, najvise
u Amerikama i Australiji gdje su ljudi dugo vremena zivjeli sa originalnom 0 grupom bez
mijeSanja sa drugim grupama.

Zakljucak: Rasprostranjenost krvnih grupa u cijeloj Hrvatskoj je uglavhom podjednaka i
podudara se sa postocima krvnih grupa u centralnoj Europi npr. Francuska, Njemacka,
Svedska, Finska dok ostali dio svijeta ima znatno vece oscilacije u postocima pojedinih
krvnih grupa.
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ZNACENJE JAVNOG NADMETANJA U NABAVI MEDICINSKO
LABORATORIJSKIH REAGENASA

S. Piskor*, M. Fucek', D. Rogic*

'Klinieki bolni¢ki centar Zagreb, Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, Zagreb, Hrvatska

Uvod: Javno nadmetanje (eng. tender) otvoreni je nacin nabave u kojem svi zainteresirani
ponuditelji mogu dati svoje ponude za nabavu odredenog predmeta nabave. U KBC Zagreb
svake godine provodi se javno nadmetanje za jednogodiSnju nabavu dijela potroSnoga
medicinskog materijala za potrebe Klini¢kog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku (KZLD)-
tekst se mora objaviti u NN — Oglasnik javne nabave RH.

Cilj studije: Cilj rada bio je usporediti cijene predmeta nabave prije i poslije javnog
nadmetanja , potaknuti trziSnu utakmicu i dobiti najpovoljniju ponudu te izraCunati godiSnju
ustedu sredstava.

Metode: Javno nadmetanje provodi se kroz vise natjeCajnih podloga, a kriterij za odabir
najboljeg ponuditelja bio je zadovoljen stru¢ni kriterij i ekonomski najpovoljnija ponuda koja
je obuhvacala: prihvatljivu cijenu, kakvocu predmeta nabave, odrzavanje pripadajuc¢ih
instrumenata, adekvatnu isporuku te odgovarajuce tehnicke prednosti.

Rezultati: Dobivene se ponude usporeduju s cijenama potroSnog materijala prije javnog
nadmetanja, statisticki se obraduju i grafi¢ki se prikazuje odnos cijena prije i poslije javnog
nadmetanja (Excel).

Zakljucak: Javno nadmetanje koje je provedeno u KBC Zagreb za potrebe KZLD-a
omogucilo je odabir najboljeg ponuditelja za nabavu potrebnoga potrosnoga medicinskog
materijala. Rezultat provedenoga javnog nadmetanja je velika uSteda materijalnih sredstava,
uz istovremeno poboljSanu kvalitetu rada.

Klju¢ne rije¢i: javno nadmetanje, nabava
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Turisticka zajednica Grada Zagreba

The Zagreb Tourist Board
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