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1. UVOD

1.1. Novorodenacki probir
1.1.1. Definicija i povijest novorodenackog probira

Novorodenacki probir ili novorodenacki skrining je sustav organiziranog traganja za nekim
prirodenim bolestima u cjelokupnoj novorodenackoj populaciji neke zemlje ili regije s ciljem
njihovog prepoznavanja prije nego izazovu posljedice po zdravlje djeteta (Bilandzija i sur.
2018; Hrusti¢ 1 sur 2016). Primarni je cilj sto ranije otkrivanje bolesnika, kako bi se
pravodobnim lije¢enjem sprije¢ila smrtnost, pobolijevanje i trajna invalidnost djeteta (Petkovic¢
Ramadza i sur, 2013). Novorodenacki probir nije samo laboratorijski test ve¢ je to sustav koji
obuhvaca procjenu 0 bolestima koje se ukljucuju u program probira, organizaciju i provodenje
prikupljanja uzoraka krvi novorodencadi, laboratorijske testove za bolesti uklju¢ene u probir,
interpretaciju nalaza, obavjeStavanje obitelji o rezultatima testa i lijeCenje novorodenceta kod
kojeg rezultat testa nije u okviru normalnog raspona (Hrusti¢ i sur, 2016). Danas novorodenacki
probir obuhvaca vise od 50 poremecaja i pokriva Sirok spektar stanja koje ukljuuju urodene
metabolicke bolesti, endokrinopatije (konatalnu hipotireoza i konatalnu hiperplazija
nadbubrezne Zlijezde), hemoglobinopatije, zarazne bolesti (toksoplazmoza, virus humane
imunodeficijencije [HIV]) i cisti¢nu fibrozu (Sahai i Marsden, 2009). Tipi¢ni model provodenja
novorodenackog probira obuhvaca jedan centralni laboratorij u kojemu se provodi analitic¢ki
dio. Na taj nacin se omoguc¢ava dovoljan broj analiza kako bi se postigla ekonomska isplativost
te se omogucava dovoljan broj dijagnoza kako bi se odrzala specijaliziranost i ekspertiza
laboratorija. Uzorke suhe kapi krvi uzima nelaboratorijsko osoblje i oni se zatim dostavnim
sluzbama $alju u centralni laboratorij. Vrijeme uzorkovanje je vrlo vazno jer koncentracije
nekih metabolita i hormona znacajno variraju tijekom prvih par dana Zivota djeteta. U veéini
programa, preporuceno vrijeme uzimanja uzoraka je izmedu 48 i 72 sata nakon rodenja djeteta.
Zbog mogucih predanalitickih interferencija te ograni¢enja semikvantitativne metode, svaki
pozitivan nalaz novorodenackog probira potrebno je potvrditi dodatnim postupcima (Pitt,

2010).

Era novorodenackog probira zapocela je 1959. godine Guthrijevim testom inhibicije

bakterijskog rasta (BIA) koji se koristio za otkrivanje poviSene koncentracije fenilalanina u



osoba s fenilketonurijom (PKU) (Sahai i Marsden, 2009). Kao uzorak za Guthrijev test koristila
se suha kap krvi na filter papiru koja je i danas najces¢i tip uzorka za novorodenacki probir
(Pitt, 2010). Mnoge zemlje su prepoznale prednost ranog otkrivanja fenilketonurije te su
novorodenacki probir na navedenu bolest zapocele ve¢ 1960. godine. Razvojem
imunokemijskih metoda 70ih godina proslog stolje¢a u programe novorodenackog probira
uveden je probir na konatalnu hipotireozu (CH) mjerenjem koncentracije hormona tireotropina
(TSH) (Pitt, 2010). Daljnjim razvojem analitickih metoda dolazi do sve vecega proSirenja
programa novorodenackog probira (Pitt, 2010; Sahai i Marsden, 2009). Tome je uvelike
pridonijelo uvodenje tehnologije tandemske spektrometrije masa (LC-MS/MS), pomocu koje
se iz malog uzorka krvi u kratkom vremenu, priblizno 2 minute, mogu analizirati analiti
karakteristi¢ni za viSe od 50 bolesti. LC-MS/MS postaje standard za provodenje prosirenog
novorodenackog probira i primjenjuje se u svim razvijenim zemljama svijeta (Petkovi¢
Ramadza i sur., 2013).

Godine 1968. Wilson i Jungner izdali su smjernice za odabir bolesti za ukljucivanje u programe
novorodenackog probira koje su predstavljene na konferenciji WHO-a odrzanoj u Zenevi.
Modificirane Wilson i Jungner smjernice i danas se koriste pri proSirenjima programa
novorodenackih probira, a ukljucuju sljedece kriterije: relativno visoka incidencija bolesti,
nemogucénost ranog prepoznavanja, dostupnost terapije, dovoljno osjetljiv i specifi¢an
laboratorijski test i prihvatljivi troskovi probira (Therrell i David-Padilla, 2005). Dok je za
fenilketonuriju i konatalnu hipotireozu postojao univerzalan konsenzus o znac¢ajnim benefitima
njihovoga ranoga otkrivanja, za ostale bolesti to nije bio slucaj, stoga je sastav programa
novorodenackog probira varirao medu zemljama odnosno regijama (Pitt, 2010). Eticka nacela
i kriteriji za uvrStenje neke bolesti u program novorodenackog probira nisu se znatno mijenjali
od pocetaka, ali su prilagodeni danasnjim dijagnostickim moguénostima (Hrusti¢ i sur., 2016).
Nazalost, mnogi su aspekti ovih smjernica subjektivni i ne postoji globalni konsenzus o tome
koji bi poremecaji trebali biti dio programa novorodenackog probira (Pitt, 2010), pa se i danas
broj bolesti uklju¢enih u programe novorodenackog probira razlikuje izmedu zemalja, odnosno
regija. U 2018. godini broj bolesti ukljucenih u programe novorodenackog probira u Europi
varira od 1 bolesti u Crnoj Gori do 35 u Italiji (Loeber, 2018), dok se primjerice u Albaniji

uopce ne provodi novorodenacki probir (Bartling, 2016).

Rezultati dobro dizajniranih velikih studija nedvojbeno pokazuju da prosireni novorodenacki

probir dovodi do smanjenja smrtnosti i boljeg klinickog ishoda oboljele djece, te da je
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provodenje probira ekonomski isplativo za cijelu zajednicu (Petkovi¢ Ramadza i sur., 2013).
Programi novorodenackih probira dodatno ¢e se razvijati i proS$irivati uslijed razvijanja sve
naprednijih tehnologija koje ¢e omoguciti uklju¢ivanje dodatnih poremecaja u programe

novorodenackih probira (Sahai i Marsden, 2009).

1.1.2. Novorodenacki probir u Republici Hrvatskoj

U Republici Hrvatskoj se novorodenacki probir na fenilketonuriju provodi od 1978. godine, na
konatalnu hipotireozu od 1985. godine, a 1986. godine novorodenacki probir postao je
obavezna mjera zdravstvene zastite (Hrusti¢ i sur., 2016). Broj novorodencadi obuhvacenih
probirom je ve¢ dulji niz godina gotovo 100% (Petkovi¢ Ramadza i sur., 2013). Od pocetka
provodenja novorodenackog probira do kraja 2016. godine postavljeno je 200 dijagnoza
fenilketonurije i 275 dijagnoza konatalne hipotireoze (www.kbc-zagreb.hr). Krajem 2017.

godine program novorodenackog probir je proSiren uvodenjem metode tandemske
spektrometrije masa. U program probira uvr$teno je jo$ Sest rijetkih nasljednih metaboli¢kih
poremecaja: nedostatak acil-CoA-dehidrogenaze srednjih lanaca, nedostatak 3-OH-acil-CaA-
dehidrogenaze dugih lanaca (izdvojen ili kao manjak trifunkcionalnog proteina), nedostatak
acil-CoA-dehidrogenaze vrlo dugih lanaca, nedostatak Kkarnitinskog nosaca, izovalericka
acidurija i glutarna acidurija tipa | (Bilandzija i sur., 2018). U Republici Hrvatskoj se
novorodenacki probir provodi na centralizirani nac¢in. Proces novorodenackog probira moZe se
podijeliti na predanalitiCke postupke, analitiCke postupke i postupke nakon pozitivnog
novorodenackog probira, a jedino uskladeno i koordinirano djelovanje na sve tri razine moze u
konacnici donijeti dobrobiti kako pojedinom novorodencetu tako i cjelokupnom drustvu. Vazan
dio predanaliti¢kog postupka koji je kljuan za uspjeSno provodenje novorodenackog probira
je odgovarajuce 1 pravodobno prikupljanje uzoraka iz 32 rodilista u Republici Hrvatskoj. U
Republici Hrvatskoj preporuceno vrijeme uzimanja uzoraka je izmedu 48 i 72 sata $to je
optimalno vrijeme u kojem se ocekuje promjena analita za bolesti uklju¢ene u probir. U tome
dijelu kljuénu ulogu imaju zdravstveni djelatnici svih hrvatskih rodilista 1 neonatoloskih odjela
kao 1 patronazne sestre. Analiticki dio se provodi u Klinickom bolnickom centru Zagreb u
Odjelu za laboratorijsku dijagnostiku nasljednih metabolickih bolesti i novorodenacki probir
(Bilandzija i sur., 2018). Dnevno u laboratorij pristize izmedu 150 i 200 uzoraka tj. kartica za

novorodenacki probir (www.kbc-zagreb.hr). Za probir na konatalnu hipotireozu koristi se
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imunokemijska metoda DELFIA, dok se za ostale bolesti uklju¢ene u program novorodenackog
probira u RH koristi metoda tandemske spektrometrije masa. Postupci nakon pozitivnog
novorodenackog probira ukljuuju obavjeStavanje kolega pedijatra i/ili obitelji od strane
pedijatra u timu za novorodenacki probir, dogovaranje danjih dijagnostickih postupaka te
davanje uputa o eventualnim potrebnim terapijskim postupcima s novorodenéetom (Bilandzija
I sur., 2018).

1.2. Suha kap krvi na filter papiru

Suha kap krvi kao uzorak koristi se od 1911. godine kada je Nouguchi opisao identifikaciju
anti-Troponema pallidium protutijela u serumu osusenom na filter papiru kao metodu probira
na sifilis. Zatim 1913. Bang Kkoristi suhu kap krvi na filter papiru (engl. Dried Blood Spot, DBS)
kako bi iz nje izmjerio koncentraciju glukoze, a Siroka primjena u svrhu novorodenackog
probira zapocinje 1960. godine kada Guthrie koristi DBS za probir na fenilketonuriju. Godine
1973. Dussault koristi uzorke suhe kapi krvi prikupljene za probir na fenilketonuriju, za
mjerenje hormona tiroksina (T4) u svrhu probira novorodencadi na konatalnu hipotireozu
(Butler i sur.,2017).

Danas je uzorak suhe kapi krvi koji se uzima na kartice za novorodenacki probir, tzv. Guthrijeve
kartice, naj¢esc¢e primjenjivani uzorak za novorodenacki probir. Prednosti uzorka suhe kapi krvi
u odnosu na uzorke seruma ili plazme su prikupljanje maloga volumena uzorka koji se lako
transportira i skladisti te veca stabilnost analita (Gupta i Rajiv, 2018; Zakaria i sur., 2016).
Postupak prikupljanja takvog uzorka zapocinje prikupljanjem nekoliko kapi krvi iz pete na
visoko kvalitetan standardizirani filter papir na bazi pamuc¢nih vlakana, nakon cega slijedi
susenje papira na zraku nekoliko sati prije slanja u laboratorij u kojemu ¢e se provoditi
novorodenacki probir. Nekoliko kapi krvi obi¢no je dovoljno za provodenje gotovo svih
programa novorodenackog probira. Whatman903™ filter papir, koji se primjenjuje i u
Republici Hrvatskoj, je Siroko primjenjivani filter papir zbog svojih dobro karakteriziranih
svojstava (Pitt, 2010). Treba naglasiti da iako se sam postupak skupljanja kapljica krvi na filter
papir ¢ini vrlo jednostavnim on zahtijeva stru¢nost i iskustvo medicinskih djelatnika u ¢emu
klju¢nu ulogu igra njihova trajna izobrazba (Bilandzija i sur, 2018). Na slici 1 nalazi se primjer
kartice za uzorkovanje suhe kapi krvi na filter papiru koja se koristi za novorodenacki probir u

Republici Hrvatskoj. Prednja strana kartice sastoji se od dijela na kojemu se nalazi
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standardizirani filter papir Whatman903™ na kojemu su iscrtana 4 kruga te podru¢ja za
administrativne i medicinske podatke. Na straznjoj strani kartice nalaze se upute za pravilno

uzimanje uzoraka suhe kapi krvi.

5005-2903HR Kartica za necnatalni probir

Nakapati sve krugove samo s jedne strane dok krv ne prodre
na drugu stranu, osusiti i spremiti u omotnicu.
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Slika 1 Kartica za novorodenacki probir koja se koristi u Republici Hrvatskoj
(preuzeto: Program prosirenog novorodenackog probira u Republici Hrvatskoj - zahtjevi i izazovi pravilnog
uzimanja suhe kapi krvi, Bilandzija i sur., 2018)

Svaki krug predviden je za jednu kap krvi koja odgovara volumenu od oko 50 uL krvi, a
nanoSenje vecega ili manjega volumena krvi na filter papir ima direktan utjecaj na rezultate
analize (Bilandzija i sur., 2018). Za analizu uzorka s kartice se uzima isjecak veli¢ine 3 mm s
kojeg se postupcima eluiranja oslobadaju analiti od interesa. Kvantifikacija analita temelji se
na ¢injenici da isje¢ak od 3 mm sadrzi otprilike 3,1 puL pune krvi, ovisno o hematokritu (Holub
I sur., 2006). Stoga je izrazito vazno uzimati uzorke adekvatnog volumena krvi jer svako

odstupanje u volumenu krvi na filter papiru dovodi i do odstupanja u izmjerenim



koncentracijama analita. Primjerice nanoSenje nove kapi krvi na djelomi¢no osusenu prethodnu
kap krvi dovodi do povecanja volumena krvi i lazno poviSenih koncentracija analita, dok
kapanje manjeg volumena od preporuc¢enoga dovodi do lazno snizenih vrijednosti (BilandZija i
sur., 2018).

Neadekvatan uzorak za novorodenacki probir je uzorak s nedovoljno ili previse krvi na filter
papiru, uzorak nanesen na obje strane Kartice, slojeviti uzorak, kompresirani uzorak te vise
malih kapljica kojima je ispunjen krug kako bi se formirala 1 kap krvi tzv. , multispotted*
uzorak (George i Moat, 2016). Brojne studije pokazuju da na rezultate analize osim volumena
krvi na kartici imaju ucinak i drugi parametri kao $to su mjesto isijecanja isjecka od 3mm,
hematokrit i vrste filter papira (George i Moat, 2016). Do interferencija moze doci i ako je
uzorak zagaden kremom, puderom iz rukavica ili antikoagulansima iz epruveta odnosno
kapilara (Bilandzija i sur., 2018). Nadalje, kontaminacija fecesom, hipoalergijskom teku¢inom
I urinom takoder utjeCe na rezultate pojedinih analiza (Winter i sur., 2018). Kao $to je ranije
navedeno, vazno je i vrijeme uzorkovanja jer tijekom prvih nekoliko dana Zivota novorodenceta
dolazi do promjene koncentracija analita. Do utjecaja na rezultate analize dolazi i ako kartica
nije u potpunosti posusena jer stavljanjem mokre Kartice u pripadajucu plasti¢nu foliju dolazi
do odvajanja krvne plazme od stanica. Karticu je potrebno susiti minimalno 4 sata na ravnoj,
¢istoj i neupijajucoj podlozi bez izravnog utjecaja sunceve svijetlosti ili topline (BilandZija i
sur., 2018). Transport uzoraka takoder je vazan jer su neki analiti relativno nestabilni pa toplina,
vlaga ili kaSnjenje pri dostavi mogu izazvati degradaciju i posljedi¢no laZzno negativne rezultate

(Pitt, 2010).

Kvalitetna laboratorijska analiza ne moze se izvrsiti s uzorcima lose kvalitete. Nepotrebno
ponavljanje testiranja uzrokuje bespotrebnu traumu za novorodence, anksioznost roditelja i
kasnjenje u otkrivanju bolesti te lije¢enju djeteta (Therrell i David-Padilla, 2005). U sklopu
provodenja kontrole kvalitete prema akreditacijskim zahtjevima Norme 15189, u sije¢nju 2018.
godine u Republici Hrvatskoj zabiljezeno je 3% nepravilno uzetih uzoraka koji su bili u

potpunosti neprikladni za analizu (Bilandzija i sur., 2018).



1.3. Konatalna hipotireoza
1.3.1. Etiologija i ucestalost

Konatalna hipotireoza (CH) je najucestaliji endokrinoloski poremecaj koji se javlja u djecjoj
dobi. Nastaje zbog smanjenog izlu¢ivanja hormona §titnjace, tiroksina (T4) i trijodtironina (T3)
uslijed poremecaja rada Stitne zlijezde ili osi hipotalamus-hipofiza-stitnja¢a (Donbaloglu i sur.,
2019). Ukoliko se ne lijeci jedan je od najc¢escih uzroka mentalne retardacije (Weiner i sur.,
2020). Ako se ne dijagnosticira prilikom rodenja, ona se klini¢ki manifestira prekasno za
pocetak lije¢enja koje bi u potpunosti uklonilo izazvane komplikacije (Therrell i David-Padilla,
2005).

Prije razvoja novorodenackog probir ucestalost CH bila je 1:7000 zivorodene djece (Peters i
sur., 2018). 1970tih, provodenjem novorodenackog probira, incidencija konatalne hipotireoze
se gotovo udvostrucila i iznosila je 1:4000, a posljednjih 20 godina biljezi se globalni porast
incidencije (Donbalouglu i sur., 2018; Peters i sur., 2018). Danas se konatalna hipotireoza
pojavljuje u 1:2000 do 1:4000 novorodencadi Sto varira ovisno o drzavi, geografskom podrucju,
etni¢koj pripadnosti, unosu joda prehranom i metodi novorodenackog probira. Primjerice, u
Francuskoj je tijekom 20 godina provodenja novorodenackog probira utvrdena ucestalost od
1:10 000, dok je u Gre€koj tijekom 11 godina provodenja novorodenackog probira utvrdena
ucestalost od 1:1800 novorodencéadi (Dorreh i sur., 2019; Skordis i sur., 2005). Ucestalost
konatalne hipotireoze u Republici Hrvatskoj iznosi 1:4127 zivorodene djece (Sarnavka, 2004).

Konatalna hipotireoza moze biti primarna ili centralna. Primarna konatalna hipotireoza
posljedica je poremecaja rada Stitne Zlijezde, dok je centralna uzrokovana poremecajem rada
hipotalamusa ili hipofize zbog ¢ega je smanjena TSH posredovana stimulacija normalne stitne

zlijezde.

Primarna CH pojavljuje se ces¢e nego centralna CH. Javlja se zbog poremecaja razvoja stitne
Zlijezde ili poremecaja biosinteze hormona Stitnjace te se tradicionalno dijeli na disgenezu
Stitnjace (TD) i dishormogenezu. Disgeneza Stitnjace nastaje zbog poremecaja u razvoju stitne
zlijezde, a posljedica je ektopije stitnjace, abnormalno smjestene Stitnjace, male stitne Zlijezde
ili potpunog nedostatka stitnjace (atireoze) koji se javlja u 20-30% slucajeva. U manjem broju
slucajeva pojavljuje se normalno locirana, ali hipoplasti¢na Zlijezda. Disgeneza §titnjace smatra
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se sporadi¢nom bolesti, najéeSée nepoznate etiologije, koja je u samo 5% slucajeva povezana s
genetskim uzrocima odnosno mutacijama u genima odgovornima za razvoj Stitne Zzlijezde.
Dishormogeneza nastaje zbog genetskih poremecaja stani¢nog mehanizma sinteze hormona
Stitnjace zbog Cega strukturno intaktna Zlijezda sintetizira manje hormona Stitnjace nego $to je
potrebno. Najcesée su to mutacije u genima koji kodiraju za: Na-jodidni simporter (NIS;
SLC5Ab5), apikalni jodidni transporter- Pendrin (PDS; SLC26A4), tireoperoksidazu (TPO),
tireoglobulin (TG), dvostruku oksidazu 2 (DUOX2) i njezin dodatak (DUOXAZ2) te jodtirozin
dejodinazu (I'YD) (Wassner, 2018; Peters i sur. 2018). Konatalna hipotireoza s intaktnom
Stitnom zlijezdom takoder moze biti uzrokovana mnogim stanjima i ¢imbenicima izvan same
Stitne zlijezde. Primjerice antitiroidni lijekovi (metimazol ili propiltiouracil) koji se daju
tijekom trudnoée zbog lijeCenju hipertireoze majke mogu proéi kroz placentu i uzrokovati
prolaznu konatalnu hipotireozu u trajanju od 7 do 10 dana. Zatim, kod majki s Gravesovom
bolesti kroz placentu prolaze protutijela na TSH receptor i izazivaju prolaznu hipotireozu koja
moze trajati 3-6 mjeseci. Manjak joda je ¢esti uzrok konatalne hipotireoze u svijetu, posebice u
jod-deficijentnim podru¢jima u kojima se ne provode programi jodiranja soli. Dodatno,
prekomjerni unos joda uzrokuje fizioloski pad razine hormona Stitnjace (Wolff-Chaikoffov
ucinak) koji je u veéini slucajeva prolazan (Wassner, 2018). Kod primarne CH hipotalamus i
hipofiza adekvatno odgovaraju na smanjenu proizvodnju hormona Stitnjace povecanjem
serumske koncentracije TSH. Budu¢i da se TSH znacajno povecava ve¢ na male promjene

za primarnu hipotireozu.

Centralna CH se u odnosnu na primarnu CH pojavljuje vrlo rijetko, a moze biti izolirana ili
¢esce povezana sa deficitom hormona hipofize. Patologija hipotalamusa ili hipofize uzorkuje
kvalitativni ili kvantitativni deficit u sintezi ili izluivanju TSH. U veéini sluCajeva je
molekularna osnova ostala nerazjasnjena. Ona se biokemijski naj¢es$¢e manifestira normalnom
ili subnormalnom razinom TSH usprkos subnormalnim razinama hormona Stitnjace i nije ju

moguce detektirati mjerenjem koncentracije TSH u novorodencadi (Peters i sur., 2018).

Vecina slucajeva konatalne hipotireoze posljedica je disgeneze Stitnjace, u manjem broju
slucajeva uzrok je dishormogeneza, dok se centralna konatalna hipotireoza javlja vrlo rijetko
(Wassner, 2018).



1.3.2. Klini¢ka slika

Hormoni $titnjae imaju vazne ucinke na gotovo sve organske sustave i neophodni su za
normalan rast i neuroloski razvoj (Wassner, 2018). Igraju kljuénu ulogu u razvoju mozga
fetusa, od prvog tromjesecja pa kroz prvih nekoliko godina Zivota. Hormoni $titnjace djeluju
na diferencijaciju neurona, razvoj sinapsi i mijelinizaciju u prenatalnoj i novorodenackoj dobi
Sto regulira neuroloski razvoj (Weiner i sur., 2020). Zbog navedenog hipotireoza tijekom ovog
razdoblja moZe imati razorne posljedice po neuroloski razvoja. Klinicka slika hipotireoze
ukljucuje sljedec¢e simptome i znakove: guSavost, poteskoce pri hranjenju, konstipaciju,
hipotermiju, bradikardiju, edeme, velike fontanele, makroglosiju, zuticu, umbilikalnu kilu te
zaostajanje u rastu i1 razvoju. Kod oko 10% novorodencadi s CH javljaju se 1 druge urodene
abnormalnosti kao $to su sréane patologije, gubitak sluha u ranoj odrasloj dobi, urogenitalne
anomalije, intersticijska bolest pluca, rascjep nepca, neonatalni dijabetes, urodeni glaukom te
abnormalnosti jetre i bubrega. Treba naglasiti kako su simptomi i znakovi nespecifi¢ni i
pojavljuju se i kod mnogih drugih neonatalnih bolesti. O¢ita klini¢ka manifestacija konatalne
hipotireoze kod novorodencadi obi¢no ne postoji ¢ak ni u tezim sluc¢ajevima CH S§to dodatno

isti¢e vaznosti provodenja novorodenackog probira na CH (Wassner, 2018).

1.3.3. Dijagnoza i lijeCenje

Adekvatna razina cirkuliraju¢ih hormona Stitnjace je preduvjet normalnog rasta i neuroloskog
razvoja kod djece stoga su brzo otkrivanje i lijeCenje CH bitna stavka programa javnog
zdravstva. U razvijenim zemljama provodi se novorodenacki probir na CH u svrhu brze
dijagnoze, a s ciljem ranog prepoznavanja i sprjecavanja posljedica po zdravlje djeteta (Peters
i sur., 2018). Konatalna hipotireoza je uz fenilketonuriju primjer bolesti koja zadovoljava sve
uvjete za uvrstavanje u program probira. Novorodenacki probir je prvi korak u dijagnostici CH.
Veéina programa novorodenackih probira na CH u svrhu postavljanja sumnje na CH mjeri
koncentraciju TSH u uzorcima suhe kapi krvi visoko osjetljivim imunokemijskim testovima.
Dodatno se u nekim zemljama uz koncentraciju TSH mjeri i koncentracija T4 $to omogucava i
postavljanje sumnje na centralnu hipotireozu (Wassner, 2018.). Metodologija, vrijeme
uzorkovanja i grani¢ne vrijednosti razlikuju se medu zemljama odnosno regijama (Dorreh i sur.,

2019; Mullan i sur., 2018; Wassner, 2018). lako su metode za mjerenje neonatalnog TSH visoko



osjetljive, zbog imunokemijske prirode test moze imati i do 10% lazno negativnih rezultata
(Wassner i sur, 2018). Kada je rezultat novorodenackog probira na CH pozitivan potrebno je
Sto prije izvrSiti potvrdni test odnosno odredivanje serumskih koncentracija TSH i fT4. Dodatne
pretrage mogu se provoditi s ciljem utvrdivanja etiologije. Primjerice kod novorodencadi s
primarnom CH Koriste se slikovne pretrage (UVZ, scintigrafija) radi utvrdivanja uzroka i

dobivanja informacija o lijeCenju i/ili prognozi (Wassner, 2018).

Za lijeCenje konatalne hipotireoze primjenjuje se levotiroksin (LT4) (Wassner, 2018). LT4 je
sinteti¢ka inacica hormona tiroksina (T4) koji kod CH oponasa endogenu proizvodnju T4 od
strane Stitne zlijezde (Eghtedari i Correa, 2020). Lijecenje treba zapoceti ¢im se postavi
dijagnoza, idealno u prva 2 tjedna zivota. Preporu¢ena pocetna doza je 10-15 mg/kg, Sto se
moze individualizirati ovisno o tezini bolesti (Wassner, 2018). Terapija se primjenjuje u obliku
tableta 30 minuta prije obroka jer hrana i ostali pripravci koji sadrze soju, zeljezo, kalcij ili
aluminij ometaju apsorpciju (Weiner, 2020). Cilj lijeCenja je brzo postizanje eutiroidizma te
njegovo odrzavanje posebice tijekom prve 3 godine zivota jer tada razvoj mozga najvise ovisi
o hormonima §titnjace. Postizanje normalnih koncentracija TSH i fT4 u serumu unutar 2 tjedna
od pocetka terapije poboljsava kognitivne ishode. Kasni pocetak lijecenja i nize pocetne doze
LT4 povezani su s losijim neuroloskim razvojem (Wassner, 2018). LijeCenje se prati mjerenjem

TSH i fT4 u serumu.

Pravovremenim otkrivanjem i lijeCenjem sprjeCava se teSki neuro-kognitivni deficit Sto
rezultira normalnim kvocijentom inteligencije (1Q). Blagi nedostaci u motorickom razvoju,
verbalnim vjeStinama, paznji i pamcéenju mogu se javiti kod nekih bolesnika unato¢ optimalnom
postnatalnom lije¢enju, posebno kod onih koji su rodeni s vrlo niskim serumskim

koncentracijama fT4 (Wassner, 2018).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

K:EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina) i litij heparin su S§iroko primjenjivani
antikoagulansi u laboratoriju. EDTA se prvenstveno primjenjuje kao antikoagulans za
hematoloske pretrage, a litij heparin za biokemijske pretrage. Kako se nakon rodenja djeci uz
uzimanje uzorka za novorodenacki probir, krv uzima i za druge pretrage, ukljucujuci
hematoloSke i biokemijske pretrage, moguce je da se uzorci suhe kapi na filter papiru
kontaminiraju antikoagulansima. To se moze dogoditi ako se krv iz epruvete koja sadrzi
antikoagulans nakapa na karticu za novorodenacki probir, ako se krv kapa iz kapilara koje su
oblozene antikoagulansima ili se moze dogoditi da dode do kontaminacije nastavaka
automatske pipete tijekom prijenosa krvi iz epruvete bez antikoagulansa u epruvetu s
antikoagulansom, a zatim se taj isti nastavak koristi za kapanje krvi bez antikoagulansa na
karticu za novorodenacki probir (Holthamp i sur., 2008). Istrazivanja pokazuju da je uéestalost
kontaminacije uzoraka suhe kapi krvi na filter papiru sa antikoagulansom EDTA izmedu 0.06
i 0.07% (Fingerhut i sur., 2009; Holthamp i sur., 2008). Takoder postoje indikacije kako EDTA
u uzorcima suhe kapi krvi na papiru interferira sa imunofluorometrijskim metodama uzrokujuci
lazno sniZene vrijednosti NTSH §to moze dovesti do propustanja novorodenc¢adi sa konatalnom
hipotireozom i uzrokovati vrlo teske posljedice po zdravlje djeteta (Fingerhurt i sur., 2009;
Holtkamp i sur.,2008) Nadalje, proizvoda¢ (PerkinEImer) metode koja se koristi za mjerenje
koncentracije nTSH u svrhu provodenja novorodenackog probira na CH u Republici Hrvatskoj
navodi kako EDTA ili bilo koji drugi kelatirajuci agensi ne bi smjeli biti prisutni u uzorku zbog

mogucih interferencija (https://www.perkinelmer.com).

Cilj ovog diplomskog rada je ispitati utjecaj antikoagulansa K.EDTA i litij heparina na mjerenje
neonatalnog TSH metodom DELFIA (engl. Delayed enhanced lanthanide fluorescence
immunoassay, imunotest disocijacijom pojacane fluorescencije lantanoida) zbog Siroke
primjene navedenih antikoagulansa u raznim podru¢jima laboratorijske medicine, a time i

mogucnosti interferencije pri mjerenju NTSH u uzorcima suhe kapi krvi.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Uzorci

U eksperimentalnom dijelu diplomskoga rada koriSteno je 30 ostatnih uzoraka zdravih
muskaraca u dobi od 44-71 godine koji su pristupili sistematskom pregledu u Klinickom
bolnickom centru Zagreb. Uzorci su uzorkovani tijekom 3 radna dana (29.11.2019/
02.12.2019./03.12.2019) u periodu izmedu 7 i 8 sati ujutro, a ispitanici su bili nataste.

Za sve 3 vrste uzoraka svakog ispitanika (krv bez antikoagulansa, krv s K;EDTA i krv s litij
heparinom) nakapana su po 2 kruga na kartici za novorodenacki probir. Pocetni uzorak bila je
epruveta sa gel separatorom za dobivanje seruma, V=8 mL, iz koje su kartice pripremljene na

sljede¢i nacin:

a) Uzorak pune krvi bez antikoagulansa kao 2 suhe kapi krvi dobiven je uzimanjem 2
puta po 60 uL krvi iz serumske epruvete te kapanjem na karticu odmah nakon

uzorkovanja prije nego S§to je proces zgrusavanja zapoceo

b) Uzorak s antikoagulansom K>EDTA dobiven je tako da je iz serumske epruvete
neposredno nakon uzorkovanja otpipetirano 250 pL krvi u mikrospremnik za
kapilarno uzorkovanje krvi s antikoagulansom K;EDTA, te je nakon mijeSanja

uzorka nakapano 2 puta po 60 pL krvi na karticu

c) Uzorak s antikoagulansom Li-heparin dobiven je tako da je iz serumske epruvete
neposredno nakon uzorkovanja otpipetirano 800 uL krvi u mikrospremnik za
kapilarno uzorkovanje krvi s antikoagulansom Li-heparin, te je nakon mije$anja

uzorka nakapano 2 puta po 60 pL krvi na karticu.
Kartice su suSene na ravnoj, €istoj i neupijajuc¢oj podlozi bez izravnog utjecaja sunceve

svijetlosti ili topline tijekom 24 sati, te su nakon toga pohranjene na sobnoj temperaturi do

analize nTSH.
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3.2. Nacelo metode za odredivanje nTSH

3.2.1 Nacelo odredivanja nTSH metodom DELFIA

DELFIA (engl. Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent Immunoassay) je
imunokemijski test koji radi na principu vremenski odgodene fluorescencije. Metoda je
bazirana na specificnim fluorescencijskim sposobnostima lantanoidnih obiljezivaca: dugo
vrijeme raspada, veliki Stokesov pomak, ostri emisijski pik i visok intenzitet fluorescencije.

Lantanoidni metali koji se koriste kao obiljezivaci su europij, samarij, terbij i disprozijum.

Odredivanje neonatalnog TSH DELFIA metodom temelji se na izravnoj ,,sandwich* tehnici u
kojoj se koriste dva monoklonska protutijela (primarno i sekundarno) koja prepoznaju razlicite
antigenske determinante molekule humanog TSH (hTSH). Primarno monoklonsko protutijelo
vezano je za stijenke jazica mikrotitarske plocice i prepoznaje specifi¢ni epitop na f podjedinici
hTSH. Sekundarno monoklonsko protutijelo obiljezeno je s europijem (Eu®*) i veze se na
specifiénu antigensku determinantu koja se nalazi djelomi¢no na o, a djelomi¢no na f
podjedinici hTSH. Fluorescencija obiljezenog sekundarnog protutijela pobuduje se
dodavanjem otopine niskog pH (Enhancement) sto inducira disocijaciju Eu®*. Slobodni Eu*
brzo stvara visoko fluorescentni kelat s komponentama reagensa unutar zastitne micele. Tako
je fluorescencija lantanoidnog kelata pojacana 1-10 milijuna puta. Kvantifikacija nTSH u
uzorku temelji se na mjerenju fluorescencijskog signala koji je proporcionalan koncentraciji

analita u uzorku (https://www.perkinelmer.com ).
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Slika 2 Nacelo odredivanja nTSH DELFIA metodom
(preuzeto: https://www.perkinelmer.com/CMSResources/Images/44-
72928BRO_CongenitalHypothyroidism.pdf)

3.2.2 Princip fluorimetrije i vremenski odgodene fluorescencije (time-resolved
fluorescence)

Fluorimetrija je Siroko primjenjiva, visoko osjetljiva i specificna analiticka metoda koja se
temelji na mjerenju intenziteta fluorescencije (Nahata, 2011). Fluorescencija je uzrokovana
apsorpcijom energije primarnog zracenja i ponovnom emisijom dijela apsorbirane energije u
obliku svjetlosti (Vogel, 1989; Luterotti, 2014). Apsorpcijom kvanta UV-svjetlosti molekula ili
ion prelazi iz osnovnog singletnog stanja u pobudeno singletno stanje. U pobudenom stanju
molekula ostaje 108 s i izvodi gibanja translacije i rotacije pa se dio apsorbirane energije trosi.
Emisijom sekundarnog zracenja molekula se iz pobudenog stanja vra¢a u osnovno stanje.
Zradenje se emitira nakon 10°-10° s, a emitirano zradenje ima veéu valnu duljinu i manju
energiju $to se naziva Stokesov pomak ili Stokesovo pravilo (Luterotti, 2014). Instrument za
mjerenje fluorescencije naziva se fluorimetar ili spektrofluorimetar. Shema fluorimetra
prikazana je na slici 3. Njegovi glavni dijelovi su izvor svjetlosti (najces¢e zivina lampa),
monokromator 1 i eksitacijski filter (omogucavaju da uzorak bude obasjan svjetlos¢u to¢no

odredene valne duljine), spremnik za uzorak, monokromator 2 i emisijski filter (omogucavaju
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detekciju svjetlosti odredene valne duljine) te na kraju fotomultiplikator i1 racunalo
(omogucavaju analizu izmjerenog signala) (\Vogel, 1989).

Manochramator Xenon white light source
(75W)
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Slika 3 Princip fluorimetra
(preuzeto: Detection of Protein Interactions in the Cytoplasm and Periplasm of Escherichia coli by Forster
Resonance Energy Transfer, Meiresonne i sur. 2018 )

Kvantifikacija rezultata analize DELFIA metodom temelji se na tehnologiji vremenski
odgodene fluorescencije (TRF) S§to povecava osjetljivost testa. To je omoguceno gore
navedenim svojstvima lantanoida (europij u sluc¢aju TSH). Posto je vrijeme fluorescencije
kelata europija u odnosu na uobi¢ajene fluorofore dugo, omoguceno je mjerenje fluorescencije
s vremenskim odmakom ¢ime se smanjuje utjecaj pozadinske autofluorescencije i povecava
osjetljivost testa. Poboljsanju omjera signal/pozadinski Sum pomazu i veliki Stokesov pomak i
ostar emisijski pik. Dodatno je osjetljivost povecana primjenom otopine niskog pH
(Enhancement otopine) koja dovodi do stvaranja novog visoko fluorescentnog kelata. Kod
mjerenja intenziteta fluorescencije metodom vremenski odgodene fluorescencije svaki se
uzorak unutar fluorimetra aktivira 1000 puta u sekundi (1000 ciklusa/s) sa eksitacijskom
zrakom valne duljine 340 nm. Lantanoidni kelat emitira zraku svijetlosti valne duljine 615 nm

¢iji intenzitet mjeri fluorimetar u razdoblju izmedu pulseva tijekom 400 ps nakon odgode od
400 ps, odnosno od 400-te do 800-te us ciklusa (PerkinElmer, Inc., 2002).
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Slika 4 Shematski prikaz mjerenja metodom vremenski odgodene fluorescencije
(preuzeto: Applications of time-resolved fluorometry with the DELFIA® method.
PerkinElmer, Inc., 2002)
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3.3. Oprema i reagensi

Za provodenje eksperimentalnog dijela ovog diplomskoga rada koristeni su sljedeci reagensi i

oprema:

VACUETTE® CAT Serum Separator spremnik, 8 ml, Greiner Bio One International
GmbH
MiniCollect® spremnik 0.25/0.5 ml K2E K2EDTA, Greiner Bio One International
GmbH, LOT:A19093H4
MiniCollect® spremnik 0.8 ml LH Lithium Heparin, Greiner Bio One International
GmbH, LOT:A18114HC
Kartice za novorodenacki probir sa filter papirom Whatman903™
Automatske pipete od 20-200 uL, 100-1000 pL i pripadajuéi nastavci, Eppendorf
Kadice za pipetiranje
Menzure od 100 mL i 1000 mL
Destilirana voda
Uredaj za buSenje Kartica za novorodenacki probir (DBS Puncher), PerkinElmer Inc.
Komplet reagensa DELFIA® Neonatal hTSH kit, PerkinElmer Inc., LOT:674580
koji se sastoji od:

e 10 plocica presvucenih s monoklonskim protutijelom na hTSH

e Anti-TSH-Eu reagensa

e Neo TSH Assay Buffer otopine

e Washer pufera za ispiranje plocica

e Enhancement otopine

e kalibratora (A-F)

¢ kontrolnih uzoraka u dva koncentracijska podrucja (nize C1 i vise C2)
Multikanalna automatska pipeta od 30-300 pL i pripadajuéi nastavci, Eppendorf
Treskalica DELFIA® Plateshaker, PerkinElmer Inc.
Uredaj za ispiranje mikrotitarskih plocica DELFIA® Washer-Diskremover,
PerkinElmer Inc.

Fluorimetar Victor™ 2D, PerkinElmer Inc.
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Slika 5 DELFIA® Neonatal hTSH kit i fluorimetar Victor™ 2D
(preuzeto: https://newbornscreening.perkinelmer.com/products/victor_2d_instrument/delfia_neonatal htsh_Kkit)
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Slika 6 MiniCollect® spremnici 0.25 / 0.5 ml K2E K2EDTA odnosno 0.8 ml LH Lithium
Heparin
(preuzeto:https://www.fishersci.co.uk/gb/en/catalog/search/products?brandSearch=&storeld=10652&nav=34974
&sortBy=default&keyword=Capillary+Blood+Collection+Tubes&searchType=PROD&SWKeyL ist=%5B %5D
&typeAheadCat=)
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3.4. Postupak odredivanja nTSH metodom DELFIA

Za odredivanje nTSH primjenjivan je komplet reagensa DELFIA® Neonatal hTSH
proizvodaca PerkinElmer. Prije pocetka rada potrebno je izvaditi sve reagense na sobnu

temperaturu kako bi postigli sobnu temperaturu.

Prvi korak bio je kreiranje radne listu za pojedinu mikrotitarsku plo¢icu. Na slici 7 prikazan je

primjer jedne radne liste.
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Slika 7 Prikaz radne liste za odredivane nTSH; KALIBRATOR#- kalibratori A-F,
BLANK- isje¢ak praznog filter papira, C1- kontrola 1 (niZa razina), C2- kontrola 2 (viSa
razina), P#- uzorak suhe kapi krvi bez antikoagulansa, E#- uzorak suhe krvi s
antikoagulansom K2EDTA, H#-uzorak suhe kapi krvi s antikoagulansom litij heparin

Zatim su pomocu uredaja za busenje kartica za novorodenacki probir isjecci suhe kapi krvi (3,2

mm) svakog ispitanika, kontrola i kalibratora izrezani u jazice mikrotitarske plo¢ice. Na istu
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plo€icu postavljani su uzorci pune krvi bez antikoagulansa te krvi s antikoagulansima pojedinog
ispitanika u duplikatu. Sljede¢i korak bio je priprema anti-TSH-Eu reagensa koji se pripravlja
mijesanjem razli¢itih volumena Neo TSH Assay Buffer otopine i Anti-TSH-Eu reagensa ovisno
o broju uzoraka (za jednu mikrotitarsku ploc¢icu 23 mL Neo TSH Assay Buffer otopine 1 140
uL Anti-TSH-Eu reagensa). Po 200 pL pripremljenog reagensa dodano je u svaku jazicu
pomoc¢u multikanalne automatske pipete. Pokrivena plocica inkubirala se 10 minuta na
treskalici DELFIA Plateshaker na brzini ,,FAST* na sobnoj temperaturi nakon ¢ega Su uzorci
inkubirani preko no¢i (~18 h) u hladnjaku (temperatura 2-8 °C). Nakon inkubacije preko no¢i,
sljede¢eg radnog dana, plocica je inkubirana sat vremena na treskalici DELFIA Plateshaker na
brzini ,,SLOW® na sobnoj temperaturi. Za to vrijeme priprema0 Se uredaj za ispiranje
mikrotitarskih plo¢ica DELFIA® Washer-Diskremover. Prije koriStenja i nakon koriStenja
potrebno ga je isprati destiliranom vodom minimalno 3 puta. Nakon ispiranja uredaja pripremio
se pufer za ispiranje mikrotitarskih plo¢ica mijesanjem odredenih volumena destilirane vode i
Wash pufera za ispiranje ploc¢ica ovisno o broju uzorka (za 1 mikrotitarsku plo¢icu 600 mL
destilirane vode i 25 mL Wash pufera). U posudu ,,Buffer* uredaja za ispiranje mikrotitarskih
plocica dodan je napravljeni pufer, a u posudu ,,Rinse* destilirana voda. Prije ispiranja plo¢ica
napravljen je ,,Prime/Rinse® program 2 puta kako bi se pufer uvukao u sustav cijevi. Zatim se
plocica postavila na uredaj te se na uredaju namjestio program za ispiranje plocica za nTSH.
Nakon $to je uredaj isprao plocicu i uklonio diskove, multikanalnom pipetom dodano je po 200
uL Enhancement otopine u svaku jaZicu. Plo€ica se inkubirala 5 minuta na treskalici DELFIA
Plateshaker na brzini ,,SLOW* na sobnoj temperaturi i nakon toga je slijedilo o¢itavanje na
fluorimetru Victor™ 2D. Plocica se postavila u otvor za mikrotitarske plocice u fluorimetru, a
na pripadaju¢em racunalu pokrenuo se program Wallac 1420 Workstation u kojemu se
oznacavaju pozicije koje ¢e se mjeriti (cijela ploCica) i upisuju opée informacije o plocici
(datum, naziv, ime osobe koja izraduje). Odabirom tipke start na racunalu, fluorimetar
zapocinje ocitavanje fluorescencije. Odmah po pocetku ocitavanja fluorescencije potrebno je
otvoriti program MultiCalc koji prikazuje kalibracijsku krivulju i pripadajuce izmjerene
vrijednosti TSH.

Ovaj postupak ponovljen je tri puta (3 mikrotitarske plocice): 09./10.12.2019 (plocica 1),
16./17.12.2019 (plocica 2) i 20./21.01.2020 (plocica 3).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Tablicom 1 prikazane su srednje vrijednosti duplikata mjerenja nNTSH u uzorcima suhih kapi
krvi 30 ispitanika dobivenih iz krvi bez antikoagulansa (TSHek) te krvi s antikoagulansom
K2EDTA (TSHk2epta) i antikoagulansom litij heparin (TSHLH). Kod uzoraka kod kojih je jedan
od duplikata mjerenja poprimao vrijednost ,,OUT* (vrijednost TSH niza od prve kalibracijske

tocke) srednja vrijednost je prikazana kao broj¢ana vrijednost jednog mjerenja.

Tablica 1 Srednje vrijednosti koncentracija nTSH dobivena iz krvi bez antikoagulansa
(TSHPek) te krvi s antikoagulansima (TSHkzepta i TSHLR)

ISPITANIK TSHex(mU/L) TSHiaeora(mU/L) TSHw(mU/L)
1 0,030 0,050 0,110
2 0,130 0,040 0,170
3 0,165 0,245 0,105
4 0,250 0,495 1,090
5 0,290 0,525 0,315
6 0,340 0,260 1,415
7 0,365 0,295 0,450
8 0,385 0,555 0,250
9 0,425 0,670 0,360
10 0,435 1,325 1,360
11 0,490 0,325 0,390
12 0,505 0,575 0,760
13 0,530 0,575 0,445
14 0,530 0,530 0,110
15 0,610 0,590 0,470
16 0,625 1,020 0,495
17 0,825 1,055 0,825
18 0,855 0,425 0,570
19 0,980 0,290 0,370
20 1,000 0,535 0,530
21 1,040 1,120 1,110
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22 1,210 0,710 0,495

23 1,260 1,985 1,315
24 1,330 0,855 0,910
25 1,430 1,820 1,170
26 1,730 1,705 0,160
27 1,860 1,155 0,870
28 2,180 0,575 0,760
29 2,200 0,880 0,795
30 2,415 0,250 0,100

Dobiveni rezultati za svaku pojedinu kategoriju (puna krv bez antikoagulansa (TSHpk), krv s
antikoagulansom K;EDTA (TSHkzepta) i krv s antikoagulansom litij heparin (TSHiH))
testirani su na normalnost pomo¢u Kolmogorov-Smirnovljevog testa koji je pokazao da su
razdijeljeni po normalnoj razdiobi. Uporabom statistiCkog testa za testiranje razlike izmedu
ispitivanih kategorija/grupa (ANOVA ponovljenih mjerenja zavisnih uzoraka) uz razinu
znacajnosti o= 0,05 dobivena je p vrijednost od 0,06 §to upucuje da nema statisticki znacajne
razlike izmedu rezultata dobivenih iz krvi bez antikoagulansa u odnosu na rezultate dobivene

iz krvi koje sadrzi antikoagulanse.

Pogledom na rezultate prikazane Tablicom 1 vidljivo je da postoji varijabilnost izmedu
izmjerenih koncentracija nTSH u uzorcima bez antikoagulansa u odnosu na uzorke s
antikoagulansom K>EDTA odnosno litij heparin. Ta razlika izmedu izmjerenih vrijednosti u
uzorcima 30 ispitanika nije konstantna odnosno ne postoji konstantan pad ili porast
koncentracije nTSH u uzorcima s antikoagulansom u odnosu na uzorke bez antikoagulansa.
Dok su rezultati negdje znacajno visi, u drugom slucaju su zna€ajno nizi, a u nekim slucajevima

nema znacajne razlike.
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Na Slici 8 graficki je prikazana korelacija rezultata dobivenih iz krvi bez antikoagulansa

(PUNA_KRV) i krvi s antikoagulansom K:EDTA (K2 EDTA).
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Slika 8 Scatter dijagram; korelacija izmedu izmjerenih koncentracija nTSH u uzorcima
bez antikoagulansa (PUNA_KRYV) i uzorcima s antikoagulansom K:EDTA (K2_EDTA)

Na Slici 9 graficki je prikazana korelacija rezultata dobivenih iz krvi bez antikoagulansa
(PUNA_KRV) i krvi s antikoagulansom litij heparin (LI_HEPARIN).
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Slika 9 Scatter dijagram; Kkorelacija izmedu izmjerenih koncentracija nTSH u uzorcima
bez antikoagulansa (PUNA_KRV) i uzorcima s antikoagulansom litij heparin
(Li_HEPARIN)

Prethodna istrazivanja navode kako KoEDTA moze interferirati sa metodom DELFIA
uzrokujuci lazno snizene rezultate pocevsi od koncentracija KzEDTA u uzorku od 4 mmol/L
(Fingerhut i sur., 2008), odnosno pri masenoj koncentracija K;EDTA u uzorku ve¢oj od 3 g/L
(Holtkamp i sur., 2008). EDTA je moéan kelatirajuéi agens koji veze metalne ione (Ca") te se
Siroko primjenjuje kao antikoagulans u spremnicima za uzorkovanje krvi. Kako je EDTA
kelatiraju¢i agens on tijekom inkubacijskog koraka oslobada Eu®* ione koji su vezani za
obiljezeno monoklonalno protutijelo. Tako oslobodeni Eu®* se zatim uklanjaju iz jazica tijekom
koraka ispiranja plocice. To dovodi do sniZenja fluorescencijskog signala 1 lazno sniZenih
vrijednosti nTSH (Holtkamp i sur., 2008; Fingerhurt i sur., 2008; Kohek i sur., 2002). Kada je
standardizirani spremnik pravilno ispunjen sa krvi koncentracija EDTA u uzorku je 1,5-2,2 g/L
(Bowen i Remaley, 2014) odnosno 4,0-5,9 mmol/L. Proizvoda¢ primjenjivanih MiniCollect®
mikrospremnika u specifikacijama navodi da koncentracija antikoagulansa u spremnicima
odgovara zahtjevima i preporukama CLSI-a $§to znaci da je koli¢ina EDTA u uzorku izmedu
0,375 mg i 0,550 mg.
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Dok je utjecaj EDTA na odredivanje nTSH u suhoj kapi krvi prethodno ispitivan i zabiljeZen,
pregledom dostupne literature nije pronadeno istrazivanje na temu utjecaja litij heparina na
odredivanje nTSH u suhoj kapi krvi metodom DELFIA. Kada je standardizirani spremnik
pravilno ispunjen sa krvi koncentracija litij heparina u uzorku je 10-30 USP/mL (Bowen i

Remaley, 2014) odnosno 11-33 U/L (www.acutecaretesting.org). Mikrospremnici sa LH

punjeni su sa 0,8 mL krvi §to znaci da je koli¢ini litij heparina u uzorku izmedu 8,8 i 26,4 U.

Ono $to je vidljivo na scatter dijagramima (Slika 8 i1 Slika 9) je znacajan pad koncentracije
nTSH u uzorcima s antikoagulansima kod ispitanika sa inicijalno visim koncentracija nTSH u
krvi bez antikoagulansa §to moze indicirati da bi pri grani¢noj vrijednosti (6 mU/L) prisutnost
EDTA ili litij heparina u uzorku mogla dovesti do toga da neki slu¢ajevi CH budu

nedijagnosticirani sto bi imalo katastrofalne posljedice po zdravlje djeteta.

Takoder je pitanje kakav bi u¢inak antikoagulansi imali ako se spremnici s antikoagulansima
ne napune do oznake nego onim volumenom koji je potreban za kapanje na karticu za
novorodenacki probir ¢ime bi se koncentracije antikoagulansa u uzorku zna¢ajno povecale ili
kada bi koncentracija antikoagulansa u uzorku bila vrlo niska, primjerice kada bi se nastavak

kontaminiran s antikoagulansom koristio za kapanje krvi na karticu.

Nadalje Holtkamp i sur. navode kako se krv s EDTA neravnomjerno rasporeduje po filter papiru
na kartici za novorodenacki probir §to moze dovesti do razlike u koncentraciji EDTA u suhim
kapima Krvi na istoj novorodenackoj kartici, a ¢ak i izmedu isje¢aka uzetih iz iste suhe kapi
krvi, §to posljedi¢no dovodi do varijabilnosti rezultata ponovljenih mjerenja (Holtkamp i sur.,
2008). Tijekom provodenja eksperimentalnog dijela isjecci za duplikate su isijecani na sljedeci
nacin: jedan isjecak iz jedne suhe kapi krvi, a drugi isjecak iz druge suhe kapi krvi. Dobivena

varijabilnost izmedu duplikata mjerenja prikazana je na Tablicom 2 te Slikom 10.

Tablica 2 Rezultati duplikata mjerenja nTSH u uzorcima suhe kapi krvi s
antikoagulansom K2EDTA, te razlika duplikata mjerenja

PACIJENT MJERENJE 1(mU/L) MJERENJE 2(mU/L) A(M1-M2) (mU/L)
1 1,71 0,53 1,18
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Slika 10 Korelacija mjerenja 1 (M1 _EDTA) i mjerenja 2 (M2_EDTA) u uzorcima suhe

kapi krvi s antikoagulansom K2EDTA

Na gore prilozenoj Tablici 2 i Slici 10 vidljivo je rasipanje rezultata mjerenja 1 i mjerenja 2 u

uzorcima s antikoagulansom K2EDTA $to ide u prilog ranijim saznanjima Holtkampa i sur.
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5. ZAKLJUCAK

Iako je preporuceni uzorak za novorodenacki probir suha kap krvi bez antikoagulansa dobivena
iz pete novorodencadi, jo$ uvijek postoji moguénost da uzorci suhe kapi krvi budu
kontaminirani antikoagulansima. Na temelju rezultata ovoga diplomskoga rada moze se

zakljuciti sljedece:

1. Antikoagulansi u uzorcima za novorodenacki probir na konatalnu hipotireozu DELFIA

metodom mogu uzrokovati varijabilnost rezultata.

2. Kod ispitanika sa inicijalno vis§im vrijednostima nTSH primijeéen je pad vrijednosti
nTSH u prisutnosti antikoagulansa. Zbog toga je potrebno dodatno ispitati utjecaj
antikoagulansa u uzorcima s visim koncentracijama nTSH, a pogotovo oko grani¢ne
vrijednosti (6 mU/L) gdje je izrazito bitno imati pouzdane rezultate kako ne bi doslo do
propustanja novorodenc¢adi sa konatalnom hipotireozom §to bi imalo katastrofalne

posljedice po zdravlje djeteta.

3. Potrebno je dodatno ispitati u¢inak razli¢itih koncentracija antikoagulansa u uzorcima.
Posebice uc¢inak visih koncentracija, primjerice ako se spremnik s antikoagulansom ne
ispuni do oznake ve¢ s onim volumenom koji je dostatan za ispunjavanje 4 kruga na
kartici za novorodenacki probir ¢ime se koncentracija antikoagulansa u uzorku znacajno

povecava.

Pravilno prikupljen uzorak za novorodenacki probir kljucan je faktor za dobivanje kvalitetnog
rezultata analize i uspje$no provodenje programa novorodenackog probira. Stru¢nost osoblja,
pravovremeno prikupljanje uzoraka na propisani nacin te adekvatno rukovanje, pohrana i
transport uzoraka uz validiranu i visoko osjetljivu metodu kljuéni su koraci za dobivanje

pouzdanog rezultata analize.

Rezultati istrazivanja drugih autora pokazuju da EDTA u uzorcima suhe kapi krvi uzrokuje
lazno snizene vrijednosti nTSH. Nadalje, proizvoda¢ reagensa za DELFIA metodu navodi da

antikoagulans EDTA 1ili bilo koji drugi kelatiraju¢i agens ne bi smio biti prisutan tijekom
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odredivanje nTSH DELFIA metodom. Uzimajuéi u obzir navedeno kao uzorak za
novorodenacki probir trebao bi se prikupljati isklju¢ivo preporuceni uzorak za novorodenacki

probir odnosno kapilarna krv iz pete novorodenc¢adi bez antikoagulansa.
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7. SAZETAK/ SUMMARY

Sazetak

Novorodenacki probir je sustav organiziranog traganja za nekim prirodenim bolestima u
cjelokupnoj novorodenackoj populaciji neke zemlje ili regije s ciljem njihovog prepoznavanja
prije nego izazovu posljedice po zdravlje djeteta. U Republici Hrvatskoj se novorodenacki
probir provodi od 1978., obavezna je mjera zdravstvene zastite, a trenutno program obuhvaca
probir na 8 prirodenih bolesti. Od 1985. u program novorodenackog probira ukljucena je
konatalna hipotireoza (CH). Konatalna hipotireoza je naj¢es¢i endokrinoloski poremecaj kod
djece u svijetu, uzrokovan nedostatkom hormona stitnjace, tiroksina (T4) i trijodtironina (T3).
Ako se pravovremeno ne dijagnosticira, izaziva teSke posljedice po zdravlje djeteta Sto
ukljucuje zaostajanje u rastu i neuroloSkom razvoju. Od pocetka provodenja programa do kraja
2016.godine pravovremeno je postavljeno vise od 275 dijagnoza CH. Preporuceni uzorak za
novorodenacki probir je suha kap krvi na filter papiru (DBS) koja se prikuplja iz pete
novorodenceta 48-72 sata nakon rodenja. U svrhu postavljanja sumnje na CH u uzorcima DBS
mjeri se koncentracija tireotropina (TSH) komercijalnom imunokemijskom metodom DELFIA.
Novorodencadi se krv, osim za svrhe novorodenackog probira, uzima i za druge analize §to
dovodi do moguc¢nosti kontaminacije uzoraka suhe kapi krvi raznim antikoagulansima. Cilj
ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj antikoagulansa K:EDTA i litij heparina (LH) na
odredivanje koncentracije nTSH metodom DELFIA. U tu svrhu koristeno je 30 ostatnih
uzoraka zdravih odraslih ispitanika muskog spola. 1z uzoraka pune krvi svakoga ispitanika
nakapano je po 2 kruga DBS bez antikoagulansa, s antikoagulansom KoEDTA i
antikoagulansom LH. U tim je uzorcima izmjerena koncentracija nTSH metodom DELFIA.

Rezultati pokazuju da postoji razlika u izmjerenim vrijednostima nTSH u uzorcima s
antikoagulansom K>EDTA odnosno LH u odnosu na uzorke bez antikoagulansa. Ta razlika
izmedu izmjerenih vrijednosti nije konstantna odnosno ne postoji konstantan pad ili porast
vrijednosti NnTSH u uzorcima s antikoagulansom u odnosu na uzorke bez antikoagulansa. Kod
ispitanika s inicijalno visim koncentracijama nTSH vidimo znacajan pad koncentracije nTSH
u prisutnosti antikoagulansa u odnosu na uzorak bez aditiva. Zbog toga je potrebno dodatno
Ispitati utjecaj antikoagulansa pri vi§im koncentracijama nTSH, a pogotovo oko grani¢ne
vrijednosti gdje je vrlo bitno imati pouzdane rezultate kako ne bi doSlo do propustanja

novorodencadi sa CH §to bi uzrokovalo katastrofalne posljedice po zdravlje djeteta.
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Summary

Neonatal screening is a system of organized search for some congenital diseases in the entire
newborn population of a country or region with the aim of recognizing them before they cause
consequences for the child's health. In Croatia, neonatal screening has been carried out since
1978. It is a mendatory health care measure and currently the program includes screening for 8
congenital diseases. Since 1985, conatal hypothyroidism (CH) has been included in the neonatal
screening program. Congenital hypothyroidism is the most common endocrine disorder in
children in the world, caused by a deficiency of thyroid hormones, thyroxine (T4) and
trilodothyronine (T3). If not diagnosed in time, it causes severe consequences for the child's
health, which includes delay in growth and neurological development. From the beginning of
the implementation of the program until the end of 2016, more than 275 CH diagnoses were
made. The recommended sample for neonatal screening is a dried blood spot (DBS) collected
from the heel of the newborn 48-72 hours after birth. In order to suspect CH, thyrotropin (TSH)
concentration is measured in DBS samples by the commercial immunochemical method
DELFIA.

Except for neonatal screening purposes, the blood of newborns is taken for other analyzes,
which leads to the possibility of contamination of dried blood spot samples with various
anticoagulants. The aim of this thesis was to examine the effect of the anticoagulant K.EDTA
and lithium heparin (LH) on the determination of nTSH concentration by the DELFIA method.
For this purpose, 30 residual samples of healthy adult male subjects were used. From the whole
blood samples of each subject, 2 rounds of DBS without anticoagulant, 2 with anticoagulant
K2EDTA and 2 anticoagulant LH were prepared. In these samples, the concentration of nTSH
was measured by the DELFIA method.

The results show that there is a difference in the measured values of nTSH in the samples with
anticoagulant K:EDTA and samples with antikoagulant LH compared to the samples without
anticoagulant. This difference between the measured values is not constant, ie there is no
constant decrease or increase of nTSH values in samples with anticoagulant compared to
samples without anticoagulant. In subjects with initially higher nTSH concentrations, we see a
significant decrease in nTSH concentration in the presence of anticoagulants compared to the
sample without additives. Therefore, it is necessary to further examine the impact of
anticoagulants at higher concentrations of nTSH, especially around cut-off value where it is
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very important to have reliable results to prevent missing newborns with CH which would cause

catastrophic consequences for the child's health.
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8. PRILOG

8.1. Popis kratica

BIA- eng. bacterial inhibition assay; test
inhibicije bakterijskog rasta

CH- konatalna hipotireoza

CLSI- eng. Clinical & Laboratory

Standards Institute

DBS- eng. dried blood spot; suha kap krvi

na filter papiru

DELFIA- eng. Dissociation-Enhanced
Lanthanide Fluorescent
Immunoassay, imunotest
disocijacijom pojacane
fluorescencije lantanoida

DUOX2- dvostruka oksidaza 2

DUOX2A- dodatak dvostruke oksidaze 2

EDTA- eng.ethylenediaminetetraacetic

acid; etilendiamintetraoctena
kiselina

fT4- eng. free tyroxin; slobodni tiroksin

hTSH- humani tireoidni stimulirajuci

hormon

1Q- njem. Intelligenzquotient; kvocijent

inteligencije

1'YD- jodtirozin dejodinaza

K2EDTA- eng. dipotassium

ethylenediaminetetraacetic acid; dikalij

etilendiamintetraoctena kiselina

LH- litij heparin
L T4- levotiroksin
NIS;SLC5A5- Na-jodidni simporter
NTSH- neonatalni tireoidni stimulirajuci
hormon
PDS;SLC26A4- apikalni jodidni simporter
PKU- fenilketonurija
RH- Republika Hrvatska
T3- trijodtironin
T4- tiroksin; tetrajodtironin
TD- eng. thyroid dysgenesis; disgeneza
Stitnjace
TG- tireoglobulin
TPO- tireotropin
TRF- eng. time-resolved fluorescence;
vremenski odgodena(razlucena)
fluorescencije
TSH- eng. thyroid-stimulating hormone;
tireoidni stimuliraju¢i hormon; tireotropin
UV- eng. ultra violet , ultraljubicasto
UZV- ultrazvuk
WHO- eng. World Health Organization;

Svjetska zdravstvena organizacija
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