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1. UvOD

Broj oboljelih od upalnih bolesti crijeva u svijetu porastao je od 1990. do 2017. godine s 3,7
milijuna na vise od 6,8 milijuna (Alatab i sur., 2020) te se i dalje biljezi trend porasta. Narocito
je to karakteristicno za ekonomski razvijenije zemlje. Glavne dvije skupine upalnih bolesti

crijeva jesu Crohnova bolest i ulcerozni kolitis.

1.1. UPALNE BOLESTI CRIJEVA

Kao sto je prethodno navedeno, upalne bolesti crijeva obuhvacaju Crohnovu bolest i ulcerozni
kolitis. Te bolesti i stanja spadaju u skupinu idiopatskih kroni¢nih bolesti gastrointestinalnog
sustava nepoznate etiologije. Najcesc¢e se manifestiraju bolovima u abdomenu, konstipacijom,
dijarejom i nadutosti, simptomima slicnim kao i u slu¢aju sindroma iritabilnog crijeva,
skupinom bolesti uzrokovanom motorickim, funkcionalnim poremecajem probavnog sustava.
Postavljanje pravovremene i ispravne dijagnoze predstavlja izazov, ali i veliki znac¢aj u daljnjoj

kvaliteti Zivota pacijenta (Petrac i sur., 2009).

1.1.1. CROHNOVA BOLEST

Crohnova bolest kroni¢na je upalna bolest stijenke probavnog sustava koja se moze pojaviti
uzduz cijele probavne cijevi, od usta do anusa, te zahvatiti sve slojeve stijenke. Smatra se da je
uzrok nekontrolirani imunoloski odgovor na endoluminalne antigene $to dovodi do dugotrajne
upale. Prolongirani upalni odgovor moze dovesti do fibroznih procesa u stijenci ¢ime se stvaraju
nepovratne promjene i oSteéenja gastrointestinalnog sustava. Karakteristicna su upalna
razdoblja koji se izmjenjuju s razdobljima remisije te se manifestiraju gréevitim bolovima u
donjem kvadrantu trbuha, proljevom, subfebrilnom temperaturom, gubitkom tjelesne mase,
nadutosti i pretakanjem. Dijagnoza se postavlja na temelju klinicke slike, laboratorijskih nalaza
(leukocitoza, tromobocitoza uz ubrzanu sedimentaciju, povisene koncentracije C-reaktivnog
proteina i fibrinogena), slikovnih-radioloskih tehnika te endoskopskih pretraga pri kojima se
Cesto uzima uzorak promijenjene sluznice za histolosku potvrdu (verifikaciju). Diferencijalna
dijagnoza izrazito je sloZena i ovisna o aktivnosti bolesti i lokalizaciji u probavnoj crijevi zbog
¢ega je lako moguce, ukoliko je upala lokalizirana u podrucju debelog crijeva, zamijeniti ju

ulceroznim kolitisom (Petrac i sur., 2009).



1.1.2. ULCEROZNI KOLITIS

Ulcerozni kolitis kroni¢na je upalna bolest stijenke probavnog sustava, a koja je, za razliku od
Crohnove bolesti, ograni¢ena na sluznicu debelog crijeva. Etioloskim ¢imbenicima smatraju se
utjecaj okoline, genetike i imunoloskog odgovora. Ono zbog Cega je tu bolest tesko razlikovati
od Crohnove bolesti jest izmjena remisija i recidiva, nejasna klini¢ka slika, laboratorijski nalazi

te moguce i endoskopski prikaz (Petra¢ i sur., 2009).

1.1.3. DIJAGNOSTIKA UPALNIH BOLESTI CRIJEVA

Endoskopija i1 kolonoskopija zlatni su standard u dijagnostici upalnih bolesti crijeva, ali i
invazivne metode izrazito neugodne te ¢esto nedostupne zbog Cega se pacijenti tesko odlucuju
na pregled sto Cesto dovodi do odgodenog postavljanja dijagnoze i pocetka terapije.
Pravovremeno postavljanje dijagnoze ima znacajan utjecaj na uvodenje terapije, a shodno tome
i daljnju kvalitetu Zivota pacijenta. Budu¢i da je mnogo oboljelih dijagnosticirano u mladoj dobi
i ¢eka ih dugotrajno pracenje bolesti, ¢este kontrole endoskopskim metodama i opcenito
smanjena kvaliteta Zivota, iznalazenje neinvazivnog biomarkera kojim ¢e se omoguéiti rana
diferencijacija izmedu upalnih i funkcionalnih bolesti crijeva te pracenje aktivnosti bolesti i

odgovora na terapiju, od velikog je zna¢aja (Rodrigues i sur., 2020).

1.2. FEKALNI KALPROTEKTIN

Kalprotektin je cink- i kalcij-vezujuci oligopeptid S-100 porodice proteina. Graden je od dvije
lake (11kDa) i jedne teske (13kDa) podjedinice ukupne molekulske mase 36,5kDa. U
neutrofilima ¢ini 60% od ukupnih citosolnih proteina, te je u manjoj mjeri prisutan u
monocitima i makrofazima. Kao protein akutne faze, ima vaznu ulogu u upalnom odgovoru, ali
sudjeluje i u drugim fizioloskim procesima poput stani¢ne diferencijacije, regulacije
imunoloskog odgovora, tumorigeneze i apoptoze. U upalnom odgovoru sudjeluje na naéin da
inducira ekspresiju stani¢nih receptora koji su odgovorni za migraciju, adheziju i fagocitozu
neutrofilnih granulocita. Ujedno, kalprotektin poti¢e kemotaksiju neutrofila i ukljucen je u

urodeni imunoloski odgovor.

Uslijed infekcije ili upale mukoze probavnog trakta dolazi do njezine pove¢ane permeabilnosti
Sto omogucava infiltraciju lumena granulocitima i monocitima privu¢enih kemotakti¢nim

supstancama oslobodenima na mjestu upale uslijed lokalnog imunoloskog odgovora. Osim
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kemotakticnih supstanci, mikrobiota takoder pridonosi oslobadanju medijatora iz granula
leukocita na mjestu upale. Koncentracija fekalnog kalprotektina, pored ostalih enzima
sadrzanih u granulama leukocita, na taj na¢in raste u crijevnoj mukozi, a posljedi¢no tome i u

fecesu.

Velika koli¢ina endogenih i egzogenih proteaza u gastrointestinalnom traktu uzrokuje
razgradnju velikog broja proteina akutne faze upale. Otpornost na razgradnju proteazama ¢ini
fekalni kalprotektin izrazito stabilnim analitom. Ispitana stabilnost iznosi do tjedan dana na
sobnoj temperaturi $to omogucava pohranu i transport uzorka na analizu te ¢ini samu pretragu
dostupnijom vecem broju pacijenata. lzravni kontakt crijevnog sadrzaja s intestinalnom
mukozom omoguc¢ava homogenu raspodjelu sadrzaja oslobodenog iz granula leukocita tijekom
upale u uzorku. Homogena raspodjela zajedno sa stabilnos¢u omogucava dobru korelaciju

koncentracije fekalnog kalprotektina sa stupnjem upale mukoze gastrointestinalnog sustava.

S obzirom da se fekalni kalprotektin osloboda tijekom upale, mjerenjem povisenih
koncentracija moze se otkloniti sumnja na sindrom iritabilnog crijeva koji se ispoljava na
klini¢ki vrlo sli¢an nacin kao i upalne bolesti crijeva. Sindrom iritabilnog crijeva je, za razliku
od upalnih bolesti crijeva koje su organskog podrijetla, funkcionalni poremecaj nastao uslijed
poremecaja motiliteta crijeva te uglavnom nije prisutna upala mukoze gastrointestinalnog

sustava.

Iako povisene koncentracije mogu diferencirati organski od motorickog poremecaja
gastrointestinalnog trakta, fekalni kalprotektin nije dovoljno specifican biljeg upalnih bolesti
crijeva s obzirom da poviSene koncentracije mogu biti posljedica, osim Crohnove bolesti i
ulceroznog kolitisa, malignih bolesti gastrointestinalnog sustava, infekcija, polipa, ali i
kori$tenja nesteroidnih protuupalnih lijekova. Ono §to se ipak dodatno moze saznati mjerenjem
koncentracije fekalnog kalprotektina jest na¢in na koji dolazi do obnavljanja crijevne mukoze
budu¢i da postoji visok stupanj korelacije s rezultatima dobivenim endoskopskim pregledom.
Dodatna prednost jest da se moze otkriti i mikroskopska aktivnost bolesti ¢ak i u fazi
makroskopskog zacjeljivanja, sto je znacajno za praenje odgovora na terapiju, ali i predvidanja
sljedeceg relapsa. Za pacijente s asimptomatskom upalnom bolesti crijeva u kojih su zabiljezene
visoke koncentracije fekalnog kalprotektina postoji vjerojatnost od 80% za pojavu relapsa
unutar Sest mjeseci. Takav pokazatelj omogucava pravovremenu intervenciju lijecnika, ali i
pacijentu povecava kvalitetu zivota pravilno doziranom terapijom i smanjenjem broja
endoskopskih pregleda (Pathirana W. G. W. i sur., 2018).



1.2.1. METODE ODREDIVANJA FEKALNOG KALPROTEKTINA U UZORKU STOLICE

Unato¢ sve ve¢em interesu i rastu¢em broju studija i dalje ne postoje univerzalne preporuke za
upotrebu fekalnog kalprotektina u dijagnostici upalnih bolesti crijeva. U nekoliko posljednjih
desetljeca razvilo se nekoliko razli¢itih metoda za kvantitativno odredivanje koncentracije
fekalnog kalprotektina u uzorku stolice, uklju¢ujuci i metode primjenjive u formi tzv. point-of-
care testova. Uz enzimsku imuno metodu (engl. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA),
standardnu metodu za odredivanje koncentracije fekalnog kalprotektina, na popularnosti u
zadnjih nekoliko godina dobivaju i metoda kemiluminiscencije (engl. chemiluminescence
immunoassay, CLIA) te imunoturbidimetrija, uz upotrebu mikro/nanocestica ¢ime se povecava
osjetljivost metoda (Padoan A. i sur., 2018). Veliki problem s pojavom sve veceg broja razli¢itih
testova jest nedostatak standardizacije i verifikacije predanaliticke i analiticke faze postupka,
od same pripreme uzorka do metodologije odredivanja koncentracije, sto dovodi do velike
varijabilnosti izmedu dostupnih testova (Juri¢i¢ G. i sur., 2019.). Zbog izrazito slabog slaganja
kvantitativnih rezultata dobivenih razli¢itim imunokemijskim metodama, vrijednosti dobivene
razli¢itim metodama ne mogu se medusobno usporedivati te nisu zamjenjive jedna s drugom.
(Oyaert M. i sur., 2017) Unato¢ tome, grani¢ne koncentracije koje se najcesce koriste razlikuju
se ovisno o dobi i svrsi (dijagnostika, odgovor na terapiju, rizik od relapsa upale). Koncentracije
ispod 50 pg/g za odrasle osobe 1 100 pg/g za djecu iskljucuju postojanje intestinalne upale s
visokom negativnom prediktivnom vrijednosti, a koncentracije vece od 150 ug/g za odrasle i
300 pg/g u djece pokazale su se kao visoko osjetljive (> 90 %) u detekciji upalne bolesti crijeva
kod nekoliko ispitivanih testova za odredivanje koncentracije fekalnog kalprotektina.
Koncentracije vise od 250 pg/g za odrasle 1 500 pg/g u djece visoko su specificne za upalne
bolesti crijeva. Osim u dijagnosticke svrhe, odredivanje fekalnog kalprotektina ima klini¢ki
znacaj 1 u pracenju bolesnika s potvrdenom dijagnozom, u smislu procjene aktivnosti bolesti,

rizika od relapsa te odgovora na primijenjenu terapiju. (Padoan A. i sur., 2018)



1.3. VALIDACIJA | VERIFIKACIJA METODA

Osiguravanjem kvalitete provodenja postupka analize i dobivanjem rezultata analize koji
istinito odrazavaju stanje organizma pacijenta omogucava se ispravno donosenje odluka u
postavljanju dijagnoze i lijecenju, a posljedi¢no tome povecanje kvalitete Zivota pacijenta. Prije
uvodenja novog analitickog sustava i/ili metode u rutinski rad, potrebno je prethodno provesti
objektivnu procjenu kojom se utvrduje posjeduje li metoda zadovoljavajucu analiticku kvalitetu
koja osigurava pouzdan i vjerodostojan rezultat. Postupak procjene obuhvaca pribavljanje
eksperimentalnih podataka koji nakon statisticke obrade daju objektivan dokaz analiticke
kvalitete metode. Prema opseznosti postupka razlikuju se validacija i verifikacija metode.
Validacija metode podrazumijeva prikupljanje dokaza da su specificirani zahtjevi prikladni za
primjenu, opseznija je 1 obavezan ju je provesti prozvodaC proizvoda namijenjenog u
dijagnosticke svrhe. Takvi proizvodi imaju oznaku IVD/CE. Postupku validacije podlijezu i
proizvodi s takvom oznakom ¢iji je originalni protokol modificiran od strane korisnika u
laboratoriju, kao i metode uspostavljene u vlastitom laboratoriju (tzv. in-house metode).
Verifikacija metoda pak podrazumijeva prikupljanje objektivnih dokaza da analiticke znacajke

metode zadovoljavaju specifikacije koje je deklarirao proizvodac i obavezan ju je provesti

medicinski biokemicar.
1.3.1 VALIDACIJA METODA

Postupak validacije obuhvaca ispitivanje sljedec¢ih analitickih znacajki metode:

1. Preciznost
Preciznost oznacava slaganje rezultata niza nezavisnih mjerenja izvedenih u odredenim
uvjetima te nije mjera tocnosti i ovisi samo o nasumicnoj pogreSci mjerenja.
Ponovljivost ili preciznost u seriji (engl. within-run) bliskost je slaganja rezultata
mjerenih u seriji pod jednakim uvjetima. Ukupna ili unutarlaboratorijska preciznost
(engl. within-laboratory) odnosi se na ukupnu preciznost unutar jednog laboratorija
koriste¢i se istom opremom pri ¢emu se uzima u obzir utjecaj razlicitih uvjeta kao Sto
su serije reagensa, operateri, itd. Pod pojmom preciznosti smatra se varijacija oko
srediSnje vrijednosti, a zapravo se izracunava nepreciznost 1 izraZzava standardnom

devijacijom (SD) i koeficijentom varijacije (CV%).
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Istinitost

Pojam istinitosti metode podrazumijeva bliskost slaganja srednje vrijednosti veli¢ine
dobivene ve¢im brojem opetovanih mjerenja i referentne vrijednosti velicine. Mjera
istinitosti je odstupanje (engl. bias) i predstavlja razliku srednje vrijednosti rezultata
opetovanih mjerenja ispitivanom metodom u odnosu na deklarirane vrijednosti
certificiranog referentnog materijala. Kako su certificirani materijali za pojedine analite
rijetko dostupni, istinitost se ispituje usporedbom sa srednjom vrijednosc¢u rezultata
opetovanih mjerenja napravljenih metodom koja je ve¢ uspostavljena u rutinskom radu
laboratorija.

Linearnost

Linearnost analitickog postupka podrazumijeva sposobnost metode da wunutar
odredenog mjernog podrucja daje signal izravno proporcionalan koncentraciji
odredenog analita, odnosno da izmedu izmjerenog signala i koncentracije analita u
uzorku postoji odnos koji se moze prikazati jednadZbom pravca.

Granica detekcije (engl. Limit of detection, LoD)

Najmanja je koli¢ina analita koja se moze pouzdano detektirati u utvrdivanju
prisutnosti/odsutnosti analita.

Granica kvantifikacije (engl. Limit of Quantification, LoQ)

Najmanja je koli¢ina analita koja se moZe pouzdano kvantificirati, tj. mjeriti metodom
sa zadovoljavaju¢om pouzdanosti.

Granicu detekcije i granicu kvantifikacije potrebno je provjeriti za one analite koji nisu
prisutni u uzorcima zdravih ljudi pa detekcija 1 najmanje koli¢ine takvog analita moZe
upucivati na postojanje patoloskog procesa.

Referentne intervale

Referentni interval predstavlja centralni interval koncentracija analita omeden
koncentracijama referentnih granica s odredenim percentilom, odnosno 0dnosi se na skup
koncentracija koje se tipi¢no nalaze u zdravoj populaciji

Analiticku specifi¢nost

Sposobnost metode da ispravno identificira ili mjeri Zeljeni analit u prisutnosti ostalih

komponenti u uzorku
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8.

10.

Utjecaj matriksa

Matriks ¢ine sve komponente u uzorku izuzev analita koji odredujemo pa se pod
utjecajem matriksa podrazumijeva kombinirani u¢inak svih ostalih komponenti osim
analita na rezultat mjerenja

Interferencije

Ucinak pojedinih tvari u uzorku, bilo endogenog ili egzogenog porijekla, koji uzrokuje
odstupanje izmjerene koncentracije u odnosu na pravu koncentraciju.

Ostalo

Ostale znacajke koje mogu biti obuhvacene validacijom ovisno o specifi¢nostima
analita, klini¢koj primjeni metode ili specificnostima analitiCkog sustava su: test
iskoriStenja (engl. recovery), dijagnosticka osjetljivost 1 specificnost, ispitivanje

prenosivosti prethodnog uzorka u seriji (engl. carry over) (Simundi¢, ured., 2013.).

1.3.2 VERIFIKACIUA METODA

Postupak verifikacije u opsegu je manji u odnosu na validaciju i dovoljno je provjeriti sljedece

znacajke metode:

1
2
3.
4

Preciznost
Istinitost
Linearnost

Referentne intervale

i) lako je preporuka da svaki laboratorij napravi ocjenu primjenjivosti referentnih
intervala na svojoj populaciji, vrlo Cesto se iz ekonomskih razloga primjenjuje
subjektivna procjena prijenosa referentnih intervala na vlastitu populaciju ili

verifikacija na manjem broju referentnih ispitanika (N = 20).

Statisticka obrada prikupljenih eksperimentalnih podataka daje procjenu pogreske metode koju

usporedujemo s unaprijed definiranim kriterijima prihvatljivosti te se na osnovu toga donosi

odluka o uvodenju nove analiti¢ke metode u rutinski rad laboratorija (Simundié, ured., 2013.).
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2. OBRAZLOZENIJE TEME

Rezultati laboratorijske analize imaju veliki znacaj za zdravlje, a nerijetko i sam Zivot pacijenta.
Osiguranje kvalitete provodenja analize te pouzdanost i vjerodostojnost rezultata nosi veliku
odgovornost. Provodenjem verifikacije prije uvodenja i primjene nove metode u rutinski rad
osigurava se daljnja kvalitetna obrada uzoraka i prema tome dobivanje vjerodostojnih rezultata
koji nec¢e kompromitirati lijeCenje te posljedi¢no zdravlje pacijenta. Duznost laboratorija je

provoditi mjerenja vrhunske kvalitete.

U rutinskom radu Klinickog zavoda za kemiju Klinickog bolnickog centra Sestre milosrdnice,
koncentracija fekalnog kalprotektina u uzorku stolice odreduje se metodom
imunoturbidimetrije dijagnostickim testom Bithimann fCAL® turbo (Bithlmann, Schénenbuch,
Switzerland) na analizatoru Abbot Architect c8000 (Abbott S.r.l., Roma, Italy). Cilj ovog rada
bilo je provesti verifikaciju nove kvantitativhe metode za odredivanje fekalnog kalprotektina
koja se zasniva na principu kemiluminiscencije (QUANTA Flash® Calprotectin, INOVA
Diagnostics, San Diego, CA, USA) na analizatoru Bio-Flash (Biokit S.A.©, Spanjolska), te na
osnovu rezultata verifikacije ocijeniti je li metoda prihvatljiva za primjenu u rutinskom radu.
Postupkom verifikacije obuhvacéeno je ispitivanje preciznosti, isitinitosti te provjera linearnosti

metode.
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3. MATERNALI | METODE
3.1. MATERIJALI
3.1.1. UZORCI

Za provjeru preciznosti koriSteni su komercijalni kontrolni uzorci proizvodaca (QUANTA
Flash® Calprotectin controls) u dvije koncentracijske razine od kojih viSa pokriva klinicki
znacajno koncentracijsko podrucje. Za provjeru istinitosti analizirano je 59 ostatnih uzoraka
stolica pacijenata zaprimljenih u Klini¢ki zavod za kemiju, KBC Sestre milosrdnice u Zagrebu,
za koje je zatrazeno odredivanje fekalnog kalprotektina. Svi uzorci stolica dostavljeni su u
laboratorij unutar 3 dana, $to je u skladu s preporukom proizvodaca koja navodi da se uzorak
mora dostaviti unutar 10 dana na temperaturi <30°C. Po primitku, mali dio stolice je odmah
uzorkovan sa Stapi¢em iz komercijalne ekstrakcijske tube (Fecal Collection Device) u svrhu
ispitivanja istinitosti QUANTA Flash® Calprotectin metode. U ekstrahiranom uzorku stolice
je istog dana izmjerena koncentracija fekalnog kalprotektina na analizatoru Bio-Flash (Biokit
S.A.©, Spanjolska). Preostali uzorak stolice pohranjen je na 2 - 8°C te je u roku od 4 dana od
zaprimanja materijala, provedena ekstrakcija komercijalnom ekstrakcijskom tubom, CALEX®
Cap extraction device, po preporuci proizvodaca Bithimann fCAL®Turbo reagensa i mjerenje
je napravljeno imunoturbidimetrijskom metodom (Biihlmann fCAL®Turbo, na analizatoru
Architect ¢8000).

3.1.1.1. EKSTRAKCHIA UZORAKA STOLICE

Zlatnim standardom smatra se ekstrakcija odvagnutog uzorka stolice (od 80 — 120 mg), ali je
ovaj postupak neprakti¢an i dugotrajan pa ga sve viSe zamjenjuju komercijalni uredaji za
ekstrakciju koji ve¢ sadrze ekstrakcijski pufer i Stapie s utorima kojima se uzorkuje
standardizirana masa stolice. Za ekstrakciju uzorka stolice u ovom radu koristen je komercijalni
uredaj za ekstrakciju, Fecal Collection Device, preporucen od proizvodaca reagensa QUANTA
Flash® Calprotectin. Uredaj za ekstrakciju sastoji se od Stapica s utorima koji se po zavrSetku
uzorkovanja pohranjuje u plasti¢ni spremnik ve¢ ispunjen odredenim volumenom QUANTA
Flash® Calprotectin ekstrakcijskog pufera (Slika 1.) Utori na Stapi¢u su napravljeni na nacin
da zaprimaju odredenu koli¢inu uzorka stolice koji ¢e se potom razrijediti u puferu u
odgovaraju¢em omjeru za provodenje analize. Stapi¢ je potrebno uroniti u uzorak i okretati dok
nisu u potpunosti ispunjeni svi utori stolicom. Visak uzorka se odstranjuje trenjem o unutrasnju

stijenku prilikom umetanja Stapic¢a u otvor spremnika s ekstrakcijskim puferom. U slucaju da
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je stolica tekuca, ne koristi se Stapi¢ s utorima vec se pipetom aspirira 56 xL uzorka te ispusti u
spremnik s puferom. Spremnik s ekstrakcijskim puferom se mijesa na mjesSalici prema uputama
proizvodaca, minimalno 30 sekundi, a maksimalno 4 minute kako bi se uzorak stolice oslobodio
1z utora te homogenizirao s puferom. Po zavrSetku mijesanja, Stapi¢ se uklanja, epruveta zatvori
¢epom te centrifugira 10 minuta na 3000 g. Cetrifugiranjem se taloze nehomogenizirani ostaci
stolice, a supernatant se otpipetira u Ciste epruvete koje se potom stavljaju u uredaj BIO-

FLASH® na analizu kako ne bi doslo do kontaminacije uredaja ostacima stolice.

v

— | Stapié¢s utorima

—»| Ekstrakcijski pufer

Slika 1 Komercijalni uredaj za ekstrakciju stolice (engl. Fecal Collection Device) (preuzeto iz

originalne specifikacije uredaja za ekstrakciju, Fecal Extraction Device, Ref 504837, Inova
Diagnostics, A Werfern company).
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3.1.2. METODE
3.1.2.1. QUANTA Flash® Calprotectin

QUANTA Flash® Calprotectin reagens (Inova Diagnostics, Inc, San Diego, CA, USA)
kompatibilan je s BIO-FLASH® kemiluminescentnim analizatorom (Biokit, S.A.©) te sluzi za
kvantitativno odredivanje koncentracije fekalnog kalprotektina u ekstraktu uzorka stolice.
Reagensni paket uklju¢uje QUANTA Flash® Calprotectin reagens, QUANTA Flash®
Calprotectin kalibratore i QUANTA Flash® Calprotectin kontrole. U barkodu reagensa
pohranjena je Master krivulja koju softver automatski ucitava i pohranjuje u trenutku
postavljanja reagensa na analizator. Prije mjerenja kontrolnih uzoraka i uzoraka bolesnika radi
se tzv. radna Kkalibracijska krivulja mjerenjem koncentracije kalprotektina u uzorcima
kalibratora na tri koncentracijske razine (mjerenje svakog kalibratora se radi u duplikatu).
Radna krivulja se automatski usporeduje s Master krivuljom i u slucaju neprihvatljivog
odstupanja odbacuje te je potrebna rekalibracija. Softver koristi kalibracijsku krivulju da bi se
dobiveni svjetlosni signal preveo u koncentraciju kalprotektina. QUANTA Flash® Calprotectin
kontrole koriste se za kontrolu kvalitete mjerenja kalprotektina u ekstrahiranim uzorcima

stolice.

QUANTA Flash® Calprotectin set reagensa pohranjen je u kaseti koja sadrzi tri odjeljka: u
prvom odjeljku su u puferu suspendirane paramagnetske Cestice oblozene anti-kalprotektin
antitijelima, drugi odjeljak sadrzi pufersku otopinu TBS-a (pufer koji sadrzi Tris pufer i NaCl),
detergenta Tween 20, proteinskih stabilizatora i prezervativa, a tre¢i odjeljak otopinu
izoluminolom obiljezenih anti-kalprotektin monoklonskih antitijela u puferu s proteinskim
stabilizatorima i prezervativima. Uz QUANTA Flash® Calprotectin set reagensa, kalibratore i
kontrole, za izvodenje analize koristen je i QUANTA Flash® Special Wash otopina za ispiranje

te dva tzv. "trigger" reagensa kojima se oksidira izoluminol.

Test je temeljen na principu tzv. ,,sendvic¢* imunokemijske kemiluminescentne reakcije (CLIA)
na paramagnetskim mikrocesticama. Paramagnetske mikroc¢estice obloZzene su kalprotektin-
specifiénim vezujué¢im antitijelima. Prethodno analizi, sam uredaj razrjeduje ektrakt stolice s
puferom u jednokratnoj plasti¢noj kiveti u omjeru 1:23. Za analizu se aspirira mali volumen
razrijedenog ekstrakta stolice, mikrocCestica te puferske otopine te ih se pomijeSa u novoj kiveti
koja se potom inkubira na 37°C. Mikroc¢estice se magnetiziraju te ispiru nekoliko puta. Potom
se u reakcijsku smjesu dodaju monoklonska anti-kalprotektin antitijela konjugirana s

izoluminolom te ponovno inkubira na 37°C. Mikrocestice se magnetiziraju te ispiru nekoliko
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puta. Konjugat izoluminola se oksidira dodatkom dva triger reagensa (Fe(l11)koproporfirin u
otopini natrijeva hidroksida i urea-hidrogen peroksid u otopini natrijeva klorida) te time dolazi
do stvaranja luminescentnog svjetlosnog signala koji se mjeri optickim sustavom uredaja i
izrazava U relativnim svjetlosnim jedinicama (RLU, engl. relative light units). Koli¢ina
oslobodene svjetlosti proporcionalna je koli¢ini vezanog izoluminol-konjugata koji je pak
proporcionalan koli¢ini kalprotektina iz uzorka vezanog za poliklonska anti-kalprotektin
antitijela na mikrocesticama. Koncentracija kalprotektina u ng/mL u uzorku automatski se
izraCunava iz pohranjene kalibracijske krivulje. Za pretvorbu iz ng/mL u mg/kg, dobiveni
rezultati automatski se mnoze s prethodno unesenim faktorom 1,15. Prema preporuci
proizvodaca, negativnim rezultatima smatraju se koncentracije fekalnog kalprotektina < 50
mg/kg, grani¢nima koncentracije u rasponu 50 — 120 mg/kg, a pozitivhima koncentracije > 120

mg/kg.

3.1.2.2. Bithlmann fCAL®Turbo

Imunoturbidimetrijska metoda na cesticama (eng. Homogeneous Particle-Enhanced
Turbidimetric Immunoassay, PETIA), imunokemijska je metoda temeljena na mjerenju
zamucenosti otopine, odnosno turbidimetriji. Nanocestice prekrivene antitijelima vezu na sebe
antigen od interesa (kalprotektin) iz uzorka. Zamuéenost otopine raste vezanjem antigena za
antitijela na Cesticama te medusobnim umrezenjem imunokompleksa ¢ime dolazi do
aglutinacije. Uredaj emitira monokromatsku svjetlost u rasponu od 290 do 410 nm koja prolazi
kroz otopinu uzorka te se njezin intezitet smanjuje prolaskom kroz zamucenu otopinu zbog
apsorpcije i refleksije svjetlosti. Intenzitet prolaznog svijetla mjeri fotodioda smjestena u
smjeru ulazne zrake svijetlosti svjetlosti, pod kutem od 180° te se dobiveni signal upotrebom
kalibracijske krivulje prevodi u koncentraciju analita u uzorku (Dodig 2015;

https://www.gentian.com/news/petia).

Proizvoda¢ predlaZze referentne intervale koji se interpretiraju kao normalni (negativni),
grani¢ni i povi$eni (pozitivni). Koncentracije fekalnog kalprotektina < 80 mg/kg interpretiraju
se kao normalne (negativne), koncentracije u rasponu 80 — 160 mg/kg kao grani¢ne, a sve

koncentracije > 160 mg/kg kao povisene (pozitivne).
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3.2. STATISTICKE METODE

Statisticke metode u postupku verifikacije koriStene su u svrhu ispitivanja preciznosti i
linearnosti metode, za usporedbu nove metode s postojecom te provjere podudarnosti u
kategorizaciji rezultata. Svi statisticki izracuni i grafovi izradeni su koriStenjem programa

Microsoft Excel i MedCalc verzija software-a 19.1.5 (MedCalc Software Ltd, Ostend Belgium).

3.2.1. PROVJERA PRECIZNOSTI

Preciznost metode ispitana je prema preporukama CLSI (engl. Clinical and Laboratory
Standards Institute) protokola EP15-A2 (CLSI, 2005.). Mjerenje oba kontrolna uzorka u
niskom i visokom koncentracijskom podrucju radeno je u triplikatu tijekom pet uzastopnih
dana. Kontrolne uzorke su na analizator postavljale razli¢ite osobe u razli¢ito doba dana kako

bi se obuhvatila maksimalna varijabilnost analitickog sustava (Chesher, 2008.).

Standardna devijacija mjera je nepreciznosti za normalnu distribuciju rezultata mjerenja, a
moze se koristiti i varijanca, drugi korijen standardne devijacije. Koeficijent varijacije (CV)
izrazava standardnu devijaciju s obzirom na srednju vrijednost te predstavlja ponovljivost
metode i usporeduje s odabranim kriterijem prihvatljivosti za svaku od koncentracijskih razina.
Za kriterij prihvatljivosti uzete su vrijednosti iz deklaracije prozvodaca — 4% za ponovljivost i

5,5% za unutarlaboratorijsku preciznost.

Za izraCun ponovljivosti za svaki kontrolni uzorak potrebno je izracunati artimeti¢ku sredinu

vrijednosti dobivenih mjerenjem tijekom pet uzastopnih dana u triplikatu, za svaki od pet dana:

X1+ x5 + X3

Aritmeticka sredina (x) = 2

Dobivene artimeti¢ke sredine vrijednosti mjerenja u triplikatu za svaki od pet uzastopnih dana
uvrstavaju se u formulu za izracun standardnog odstupanja (Sq) za svaki od pet dana, gdje je n

=3,a X — X odstupanje svakog mjerenja u danu od srednje vrijednosti u danu:

. (X — X)?
Standardno odstupanje (S;) = —

Dobivena standardna odstupanja za svaki od pet dana sluze za izraun standardnog odstupanja

za 5 dana (Sr):
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2 2 2 2 2
Sa1”+ Saz2” + Saz” + Sas” + Sas
5

Standardno odstupanje za 5 dana (S,) = \/

Naposlijetku, dobiveno standardno odstupanje za svih pet dana omogucava izra¢un koeficijenta

varijacije (CVp):
Koeficijent varijacije (CV,) = (Sr/X) x 100

Dobiveni koeficijent varijacije predstavlja ponovljivost metode i usporeduje se s odabranim
kriterijem prihvatljivosti koji prema deklaraciji proizvodaca iznosi 4%. Ukoliko je izracunati

koeficijent manji od ili jednak 4%, zakljucuje se da metoda ima zadovoljavaju¢u ponovljivost.

Za izratun unutarlaboratorijske preciznosti, takoder se izracunavaju aritmeticke sredine
vrijednosti dobivenih mjerenjem u triplikatu kroz pet dana. Potom se izraCunava ukupna
aritmeticka sredina svih pet izraCunatih aritmetickih sredina (Grand mean) , gdje je D = 5:

XitX+X5+X 4%
D

X) =

Za izracun unutarlaboratorijskog odstupanja potrebno je izraCunati validacijsku

medupreciznost kod ponavljanih mjerenja (Sb):

Zg:l(x_d - f)z
D-1

Validacijska medupreciznost kod ponavljanih mjerenja (S,) = \/

Unutarlaboratorijsko standardno odstupanje (Si) izraGunava se uz standardno odstupanje (Sr) i

validacijsku medupreciznost kod ponavljanih mjerenja (Sp) prema formuli, gdje je n = 3:

n—1
Sl:\/ n XSE‘i‘Sg

Koeficijent varijacije (CVu) izracunava se pomocu unutarlaboratorijskog standardnog

odstupanja i ukupne aritmeticke sredine:
Koeficijent varijacije (CV,) = (S5;/X) x 100

Izracunati koeficijent varijacije predstavlja unutarlaboratorijsku preciznost metode i usporeduje
se s odabranim kriterijem prihvatljivosti koji prema deklaraciji proizvodaca iznosi 5,5% (CLSI,
2005).
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3.2.2. USPOREDBA METODE S POSTOJECIM SUSTAVOM

Cilj usporedbe metoda je procjena sistematske, konstante 1 proporcionalne razlike izmedu dviju
usporedivanih metoda kako bi se ustvrdilo moguce postojanje znacajne razlike izmedu njihovih
relativnih to¢nosti prilikom koristenja stvarnih uzoraka pacijenata. Ukoliko je razlika izmedu
dviju metoda unutar kriterija koji se obi¢no uzima od nekog od organizatora programa vanjske
kontrole kvalitete i klini¢ki je prihvatljiva, moguce je postojec¢u metodu zamijeniti ispitivanom,

odnosno smatrati ju jednakovrijednom (Bili¢-Zulle, 2011.).

Za potrebe usporedbe analizirano je 59 uzoraka ¢ije koncentracije fekalnog kalprotektina
pokrivaju ¢itavo mjerno podruc¢je metode koje prema navodima proizvodaca iznosi 16,1 — 3500
mg/kg. Za statisticku obradu podataka izracunato je srednje odstupanje dviju metoda te su
provedene Passing-Bablokova regresija i Bland-Altmanova analiza.

3.2.2.1. IZRACUN SREDNJEG ODSTUPANJA

Usporeduju se kocentracije dobivene za svaki uzorak postojeCom (Bithimann fCAL®Turbo
metoda, dalje u tekstu Metoda 1) i novom metodom (QUANTA Flash® Calprotectin metoda,
dalje u tekstu Metoda 2) te se pojedina¢no za svaki par izraGunava odstupanje. Odstupanje

izmedu metoda (tzv. bias) rauna se prema formuli:
Bias = ((Metoda 2 — Metoda 1) / Metoda 1) X 100%

Bias za svaki par koncentracija je automatski izracunat unosom koncentracija obiju metoda u

Microsoft Excel tablicu u kojoj je primijenjena navedena formula.
Srednje odstupanje se racuna kao srednja koncentracija svih pojedinac¢nih odstupanja.

Za kriterij prihvatljivosti odstupanja izmedu metoda za kalprotektin uzet je kriterij organizatora
vanjske kontrole kvalitete (External Quality Control Assesment, Labquality, Helsinki, Finland)
u ¢iji modul je KZZK ukljucen s postoje¢com metodom (Bithlmann fCAL®Turbo), a iznosi 30
%.
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3.2.2.2. INTERVAL POUZDANOSTI

Interval pouzdanosti (engl. confidence interval, Cl) predstavlja raspon mogucih vrijednosti
unutar kojega se s odredenom vjerojatnosti nalazi statisticka mjera populacije te je objektivna
procjena (ne)preciznosti i veli¢ine uzorka nekog istrazivanja. Ukoliko interval pouzdanosti
iznosi 95%, to znaci da samo u 5% slucajeva interval pouzdanosti ne¢e obuhvatiti pravu srednju
vrijednosti populacije. Pomocu Z vrijednosti, standardne devijacije uzorka i veli¢ine uzorka, N,

izraCunavaju se granice intervala pouzdanosti prema formuli:

SD
7 X —

VN

Iznos Z vrijednosti ovisi 0 odabranoj razini pouzdanosti, a za interval pouzdanosti 95% ona
iznosi 1,96. Za izracun donje granice intervala, od srednje vrijednosti oduzima se izracunati
iznos iz gornje formule. Isti iznos se zbraja sa srednjom vrijednosti za izraCun gornje granice

(Simundi¢, 2008).. Za definiciju 95%-tnog intervala pouzdanosti koristi se izraz:

950/61—()?—ng)—()?+ng)
° JN YN

3.2.2.3. PASSING-BABLOKOVA REGRESIJA

Passing-Bablokova regresijska analiza statisticka je metoda koja omogucéava procjenu slaganja
rezultata te moguci sistematski bias izmedu dviju analiti¢kih metoda. Tip je linearne regresije
u kojoj nema zavisne i nezavisne varijable, a ¢iji su preduvjeti za izvodenje da su obje varijable
numericke i u linearnom odnosu. Rezultati analize se prikazuju u koordinatnom sustavu u
kojemu se na osi x nalaze koncentracije dobivene Metodom 1, a na osi y koncentracije dobivene
Metodom 2 te se dobiva regresijski pravac s pripadajuéim intervalima pouzdanosti Cija

jednadZzba glasi:
y=a(95% CI)+ b (95% CI) x

Intervali pouzdanosti sluze za identifikaciju konstantne ili proporcionalne pogreske izmedu
metoda. Matemati¢ki otklon izmedu dviju ispitivanih metoda koji je jednak u svim
koncentracijskim podru¢jima i odgovara odsjecku na osi y (a) predstavlja konstantno
odstupanje. Ukoliko 95%-tni interval pouzdanosti za varijablu a ne obuhvaca nulu, zakljucuje
se da postoji statisticki znac¢ajno konstantno odstupanje izmedu dviju metoda. Za razliku od
konstantnog, proporcionalno odstupanje definira matematicki otklon izmedu metoda ovisan o

veli¢ini koncentracijskog podrucja te odgovara koeficijentu smjera pravca (b), tj. tangensu kuta
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Sto ga pravac zatvara s osi x (Slika 2). Ukoliko 95%-tni interval pouzdanosti za varijablu b ne
obuhvaca jedinicu, zakljuuje se da postoji statisticki znacajno proporcionalno odstupanje

izmedu dviju metoda (Topi¢, 2018).

Passing Bablok analizom izra¢unava se i CUSUM (engl. cumulative sum) test linearnosti koji
pokazuje jesu li vrijednosti nasumi¢no rasporedene iznad i ispod regresijskog pravca. Dobivena
P vrijednost govori postoji li statisticki znacajno odstupanje od linearnosti izmedu dviju
metoda. Ukoliko je P vrijednost manja od 0.05, to znaci da postoji statisticki znacajno

odstupanje od linarnosti (Bili¢-Zulle, 2011.)

y Jednadzba pravca
y =a+ bx

~ Odsjecak =a

v

1 X

Slika 2 Jednadzba regresijskog pravca.
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3.2.2.4. BLAND-ALTMANOVA ANALIZA

Bland-Altmanova analiza slikovni je prikaz statistickog postupka koji omogucava procjenu
slaganja izmedu dviju metoda. Srednja razlika (engl. mean difference, D) dvaju mjerenja
prikazuje se na grafikonu uz odgovarajuce intervale pouzdanosti. Rezultati mjerenja prikazuju
se grafikonom na kojemu su na os y nanesene razlike dvaju uparenih mjerenja, a na 0s X njhova
srednja vrijednost (Slika 3). Za procjenu konstantnog odstupanja, na y osi su prikazane razlike
u apsolutnim vrijednostima, a za procjenu proporcionalnog odstupanja, razlike su prikazane u
postotcima. Ukoliko granice 95%-tnog intervala pouzdanosti za srednju razliku obuhvacaju
nulu, ne postoji statisticki znacajno kostantno ili proporcionalno odstupanje. Osim srednje
razlike izracunava se i vrijednost standardne devijacije razlika (s). Ako su razlike mjerenja
normalno distribuirane, o¢ekujemo da 95 % razlika ulazi u podrucje + 1,96 SD. Na grafu je
prikazano podrucje unutar kojeg se nalazi 95 % razlika mjerenja omedeno granicama slaganja
(engl. limits of agreement) koje iznose D + 1,96 SD. Procjena udjela vrijednosti unutar granica
prihvatljivosti daje informaciju o podudarnosti izmedu metoda. Sto su granice bliZe, a raspon
uzi, to je podudarnost izmedu dviju ispitivanih metoda bolja. Suprotno, Siroki raspon ukazuje
na losije podudaranja metoda. Kriterij za prihvatljivost Sirine intervala slaganja izmedu metoda

mora biti definiran u skladu s klini¢kim znacenjem. (Giavarina, 2015.)

Razlika o +1,96 SD
dvaju_ o
uparenih o 0
mjerenja 0O 0O 0506 1
O © . o =22~ Srednja razlika (D)
@) o o O 1
)
_____________________________________________ -1,965D

Srednja vrijednost dvaju uparenih mjerenja

Slika 3 Bland-Altman grafikon.
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3.2.2.5. PROVJERA LINEARNOSTI

Linearnost se provjerava na 5 koncentracijskih tocaka unutar deklariranog podrucja linearnosti
(Simundié, ured., 2013.) Koncentracijske totke dobivene su razrjedenjem uzorka visoke
koncentracije (H) ispitivanog analita, a koja je manja od gornje granice mjernog raspona s
otopinom za ispiranje QUANTA Flash® Special Wash koja u sebi ne sadrzi analit imitirajuci
na taj nacin rad samog analizatora u slucaju rezultata iznad granice mjernog podrucja. Rezultat
izmjeren QUANTA Flash® Calprotectin metodom za uzorak visoke koncentracije zabiljezava
se kao oc¢ekivana vrijednost. Preostale Cetiri koncentracijske tocke prvo se izratunavaju kako
bi se pokrilo cijelo mjerno podrucje te znalo u kojim omjerima je potrebno razrijediti uzorak
visoke koncentracije za dobivanje izracunatih ocekivanih vrijednosti. Nakon §to Su sve tocke i
omjeri razrjedenja racunski odredeni, napravljena su razrjedenja mijeSanjem odredene
koncentracije uzorka visoke koncentracije i otopine za ispiranje. U dobivenim razrjedenjima,
zajedno s uzorkom visoke koncentracije, izmjerena je koncentracija fekalnog kalprotektina
ispitivanom metodom u duplikatu te izracunata srednja vrijednost. Za svako razrijedenje
izraCunat je pototak odstupanja, tj. bias, izmedu ocekivane i izmjerene koncetracije prema

formuli:
Odstupanje = ((Izmjerena — OCekivana) / Ocekivana) X 100%

Za metodu se zakljucuje da je linearna u rasponu koncentracija za koje su odstupanja unutar
odabranog kriterija prihvatljivosti za usporedbu metoda (bias).. Rezultati se takoder prikazuju
graficki nanoSenjem ocekivanih vrijednosti na apscisu, a izmjerenih koncentracija na ordinatu
te se dobiva pravac i jednadzba pravaca. Srednje odstupanje, graf i jednadzba pravca dobiveni

su unosenjem izracunatih i dobivenih vrijednosti u programu Microsoft Excel (CLSI, 2005).
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3.2.2.6. PROVJERA PODUDARNOSTI U KATEGORIZACNI REZULTATA

Ono $to je od klinickog znaCaja jest interpretacija vrijednosti dobivenih mjerenjem
koncentracija analita istih uzoraka dvjema metodama, bilo kao normalne (unutar referentnog
intervala) ili kao patoloske (ispod ili iznad referentnog intervala). U tom sluaju moze se
provesti provjera podudarnosti u kategorizaciji rezultata kako bi se ispitalo nose li dobiveni
rezultati jednako klinicko znacenje (kategoriju) neovisno o podudaranju brojcanih vrijednosti.
Provjera podudarnosti u kategorizaciji rezultata (engl. inter-rater agreement kappa) statisticka
je metoda kojom se mijeri podudarnost u kategorizaciji podataka za metode koje imaju
medusobno neusporediva mjerna podrucja i pripadajuce referentne intervale. U ovome slucaju,
provjerava se podudarnost kategorizacije dobivenih vrijednosti mjerenja dviju metoda u
normalne i patoloske, tj. vrijednosti unutar referentnog i iznad referentnog intervala definiranog
za svaku metodu. Rezultat analize su kappa vrijednosti koje se mogu nalaziti u podrucju od -1
do +1, a interpretiraju se za vrijednosti 0 — 0,20 slu¢ajna podudarnost; 0,21 — 0,39 minimalna
podudarnost, 0,40 — 0,59 slaba podudarnost, 0,60 — 0,79 osrednja podudarnost, 0,80 — 0,90 kao
snazna podudarnost i > 0,90 kao savrSena podudarnost. Kao kriterij prihvatljivosti definirana je
donja granica 95% CI za izracunati kappa koeficijent na razini osrednje podudarnosti (> 0,60)
(McHugh, 2012; CLSI, 2005).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. PRECIZNOST

Rezultati ispitivanja preciznosti metode mjerenjem kalprotektina u komercijalnim kontrolnim

uzorcima niske i visoke koncentracije prikazani su u Tablicama 1 i 2. Za svaki dan provedenih

mjerenja je izraCunata srednja vrijednost tri mjerenja te u konacnici srednja vrijednost

dobivenih srednjih vrijednosti za svih pet dana

Tablica 1. Prikaz rezultata mjerenja koncentracija kontrolnog uzorka niske koncentracije u
triplikatu kroz pet dana uz izracun srednjih vrijednosti za svaki triplikat, ukupne srednje
vrijednosti, ponovljivosti i unutarlaboratorijske preciznosti.

Datum
Mjerenje 1
Mjerenje 2
Mijerenje 3

Aritmeti¢ka sredina (x)

Srednja vrijednost svih
5 dana

Sd
S¢?
S/

Razlika x'i srednje
vrijednosti svih 5 dana

Kvadrati razlike
Sp?

Sr

Si

Ponovljivost (CV)

Unutarlaboratorijska
preciznost (CV)

28.09.2020. | 29.09.2020. | 01.10.2020. | 02.10.2020. | 05.10.2020.
51,5 53,9 55,2 53,3 64,9
60,1 53,5 55,1 54,0 51,3
53,7 51,3 54,5 52,9 53,1
55,1 52,9 54,9 53,4 56,4

54,5
45 1,4 0,4 0,6 7,4
20,0 2,0 0,1 0,3 54,7
15,4
0,5 1,6 0,4 1,2 1,9
0,3 2,7 0,2 1,4 3,6
2,0
4,0
3,5
7,2 %
6,4 %

Sq — standardno odstupanje, Sy - validacijska medupreciznost kod ponavijanih mjerenja, Sy -
standardno odstupanje za 5 dana, Si - unutarlaboratorijsko standardno odstupanje, CV —

koeficijent varijacije
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Tablica 2. Prikaz rezultata mjerenja koncentracija kontrolnog uzorka visoke koncentracije u
triplikatu kroz pet dana uz izracun srednjih vrijednosti za svaki triplikat, ukupne srednje
vrijednosti, ponovljivosti i unutarlaboratorijske preciznosti.

Datum | 28.09.2020. | 29.09.2020. | 01.10.2020. | 02.10.2020. | 05.10.2020.
Mijerenje 1 260,5 284,7 293,8 292,8 280,5
Mijerenje 2 264,9 273,3 300,2 292,1 274,6
Mijerenje 3 260,2 263,3 296,7 271,2 288,6
Aritmetitka sredina (x) 261,9 273,8 296,9 285,4 281,2
Srednja vrijednost svih 279.8
5 dana
Sd 2,6 10,7 3,2 12,3 7,0
Sq¢? 6,9 114,1 10,3 151,3 49,5
S 66,4
rifcnost oin Saana | 180 6.1 171 58 14
Kvadrati razlike 322,2 36,7 290,8 31,0 1,9
Sp? 170,6
Sr 8,2
Si 14,7
Ponovljivost (CV) 2,9 %
s

Sq — standardno odstupanje, Sy - validacijska medupreciznost kod ponavijanih mjerenja, Sy -
standardno odstupanje za 5 dana, Si - unutarlaboratorijsko standardno odstupanje, CV —
koeficijent varijacije.

Izmjerena ponovljivost za nisku koncentracijsku razinu iznosi 7,2%, a za visoku
koncentracijsku razinu 2,9%. Ponovljivost niske koncentracijske razine veca je od odabranog
kriterija prihvatljivosti koji iznosi 4,0% te je zaklju¢eno da metoda nema zadovoljavajucu
ponovljivost u niskom koncentracijskom podruéju. Ponovljivost visoke koncentracijske razine
manja je od odabranog kriterija prihvatljivosti koji iznosi 4,00% te je zaklju¢eno da metoda

ima zadovoljavajucu ponovljivost u visokom koncentracijskom podrucju.
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Odabrani kriterij prihvatljivosti za unutarlaboratorijsku preciznost iznosi 5,5%. lzra¢unata
unutarlaboratorijska preciznost za nisku koncentracijsku razinu iznosi 6,4 % (Tablica 1), a
visoku 5,2 % (Tablica 2). Vrijednost niske koncentracijske razine veca je od vrijednosti kriterija
prihvatljivosti te je zakljuCeno da metoda nema zadovoljavaju¢u unutarlaboratorijsku
preciznost u niskom koncentracijskom podrucju. Vrijednost visoke koncentracijske razine
manja je od kriterija prihvatljivosti te je zaklju¢eno da metoda ima zadovoljavajucu

unutarlaboratorijsku preciznost u visokom koncentracijskom podrucju.
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4.2. USPOREDBA METODA

4.2.1 USPOREDBA KONCENTRACIJA FEKALNOG KALPROTEKTINA IZMJERENIH S

OBJE METODE

Pojedinacni rezultati dobiveni mjerenjem Metodom 1, odnosno Metodom 2 te izraCunata

odstupanja (bias) navedeni su u Tablici 3. Dobiveno ukupno srednje odstupanje, srednji bias,

izmedu dviju metoda iznosi -3,95%. Medutim, uvidom u pojedina¢na odstupanja vidljivo je da

>5% parova usporedbi odstupa od zadanog Kriterija prihvatljivosti od 30%.

Tablica 3. Koncentracije kalprotektina u 59 uzoraka izmjerene Metodom 1 i Metodom 2, bias
uparenih rezultata, ukupne srednje vrijednosti mjerenja dobivenih Metodom 1 i Metodom 2 te

srednji bias.
Br
. Metodal Metoda?2 Bias (%)
1 53,1 20,8 -60,8%
2 253,2 101,5 -59,9%
3 121,6 96,9 -20,3%
4 130,9 18,7 -85,7%
5 350,2 139,7 -60,1%
6 362,2 93,3 -74,3%
7|1 29941 1608,1 -46,3%
8 609, 299,4 -50,9%
9 664,4 345,1 -48,1%
10| 17265 853,3 -50,6%
11 631,2 363,9 -42,4%
12 | 1299,3 636,9 -51,0%
13 597,1 471,1 -21,1%
14 | 1436,0 466,0 -67,6%
15| 1060,6 1699,1 60,2%
16 379,5 89,3 -76,5%
17 306,1 257,8 -15,8%
18 277,5 168,7 -39,2%
19 29,9 18,5 -38,3%
20 140,7 70,3 -50,0%
21| 19143 4448 -76,8%
22 52,2 37,1 -28,9%
23 404,4 63,1 -84,4%
24 63,10 30,96 -50,94%
25| 123,10 64,63 -47,50%
26 | 210,10 121,43 -42,20%
27 | 4618,40 2541,49 -44,97%
28 | 126,40 30,84 -75,60%
29 | 205,40 100,07 -51,28%
30 69,20 38,76 -43,99%

Br.
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
51
53
54
55
56
57
58
59

X

Metodal Metoda?2 Bias (%)
229,8 79,6 -65,4%
4381,1 662,7 -84,9%
33151 1386,2 -58,2%
6006,1 2967,8 -50,6%
4659,9 1674,7 -64,1%
831,1 675,6 -18,7%
1274,0 535,6 -58,0%
836,0 251,1 -70,0%
715,1 330,4 -53,8%
379,6 306,1 -19,4%
106,8 612,2 473,2%
16,1 20 24,2%
19,9 20 0,6%
16,1 20 24,2%
20,3 20 -1,6%
75,0 101,8 35,6%
45,8 57,6 25,7%
63,4 124,2 95,8%
18,4 20 8,5%
100,2 744,8 643,0%
87,3 295,1 238,2%
25,1 21,3 -15,1%
28,9 27,4 -5,0%
18,009 20 11,06%
27,7955 20 -28,05%
17,9745 20 11,27%
27,715 30,6 10,41%
20,378 23 12,87%
31,3835 90,9 189,64%
756,017 | 380,511 -3,95%
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Rezultati Bland-Altman analize prikazani su na Grafu 1. Na grafikonu su istaknute srednja
razlika svih razlika uparenih mjerenja (engl. mean) plavom linijom, 95%-tni interval
pouzdanosti za srednju razliku zelenim linijama te vrijednost O svijelo-ruzi¢astom linijom, a
granice prihvatljivosti crvenim isprekidanim linijama (+1,96 SD) . Srednja razlika iznosi 427,1
mg/kg, a 95%-tni interval pouzdanosti 215,1 — 639,1 mg/kg. Interval u kojem se nalazi 95%
razlika uparenih mjerenja iznosi 427,1 mg/kg = 1594,3 mg/kg. Posto 95%-tni interval
pouzdanosti za srednju vrijednost razlika mjerenja ne sadrzi 0, zakljucuje se da je prisutno
statistiCki znacajno konstantno odstupanje. Iz grafa je vidljivo da porastom koncentracije
analita u uzorku znacajno raste i razlika izmedu koncentracija dobivenih Metodom 1 i Metodom

2 te su koncentracije dobivene Metodom 1 vece od koncentracija dobivenih Metodom 2.
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+1.96 SD
N 2000 5 =
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=
' 1000 o 5
§ | PO i Mean
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i 0
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Mean of Metoda 1 and Metoda 2

Graf 1. Bland-Altmanova analiza konstantnog odstupanja.
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Za ispitivanje proporcionalnog odstupanja, u grafickom prikazu se na ordinati nalaze
vrijednosti razlike dviju metoda u postotku (Graf 2). Prosjec¢na vrijednost razlike uparenih
mjerenja iznosi 60,3 %, 95%-tni interval pouzdanosti 47,9 — 72,7 %. Raspon u kojem se nalazi
95% razlika mjerenja je 60,3% + 93,2%. Posto 95%-tni interval pouzdanosti za srednju
vrijednost razlika mjerenja ne sadrzi 0, zakljuCuje se da postoji statistiCki znacajno

proporcionalno odstupanje.
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Graf 2. Bland-Altmanova analiza proporcionalnog odstupanja.

Passing-Bablok analizom dobiven je graf rasprSenja na kojemu su istaknuti regresijski pravac
plavom bojom sa svojim granicama 95%-tnog intervala pouzdanosti oznaéenih iscrtkanom
crvenom linijom (Graf 3.). Takoder je istaknut i referentni pravac (idealno slaganje metoda) za
lak$u vizualizaciju i usporedbu dobivenih podataka. Usporedbom dobivenog i referentnog
pravca vidljivo je da postoji pozitivno odstupanje koncentracija izmjerenih Metodom 1 od
koncentracija izmjerenih Metodom 2. Regresijskom analizom dobivene su vrijednosti odsjecka
na osi y, vrijednosti a, i koeficijenta smjera pravca, vrijednosti b. Kao rezultat analize, dobivena

je jednadZzba pravca (Tablica 4). Interval pouzdanosti odsjecka na osi y obuhvaca raspon
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vrijednosti -37,3 — -7,2. S obzirom da interval ne obuhvaca vrijednost 0, postoji konstantna
razlika izmedu dviju usporedivanih metoda. Interval pouzdanosti za koeficijent smjera pravca
b obuhvaca vrijednosti u rasponu 2,0 — 2,5. Posto intervalom nije obuhvacena vrijednost 1,
postoji proporcionalna razlika izmedu dviju ispitivanih vrijednosti. Testom linearnosti,
CUSUM, dobivena je vrijednost P koja iznosi 0,54 te znaci da ne postoji statisticki znacajno
odstupanje od linearnosti.
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Graf 3. Graficki prikaz odnosa rezultata dobivenih Metodom 1 i Metodom 2.
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Tablica 4. Jednadzba regresijskog pravca s vrijednostima 95%-tnih intervala pouzdanosti za
odsjecak na osi y i nagib pravca.

y=-19,73 + 2,21x

Konstantno odstupanje

Odsjecak na osi y, a -19,73
95% ClI -37,26 - -7,25
Proporcionalno odstupanje

Nagib, b 2,21
95% ClI 2,02 - 2,55
Linearnost

CUSUM test linearnosti P=0,54

4.2.2. PROVJERA PODUDARNOSTI U INTERPRETATIVNIM KATEGORIJAMA
KONCENTRACNA IZMJERENIH S OBJE METODE

Za potrebu provjere podudarnosti u kategorizaciji rezultata (engl. inter-rater agreement kappa),
rezultati Metode 1 i 2 Klasificirani su u tri kategorije — negativno (1), grani¢no (2), pozitivno
(3). Koncentracije fekalnog kalprotektina dobivene mjerenjem Metodom 1 interpretirale su se
kao negativne ukoliko su manje od 80 mg/kg, grani¢ne ukoliko su u rasponu od 80 do 160 mg/kg
i kao pozitivne ukoliko su vece od 160 mg/kg. Koncentracije fekalnog kalprotektina dobivene
mjerenjem Metodom 2 se interpretiraju kao negativne ukoliko su manje od 50 mg/kg, grani¢ne
ukoliko su u rasponu od 50 do 120 mg/kg te kao pozitivne ukoliko su > 120 mg/kg. Postotak
podudarnosti je izracunat u statistiCkom programu MedCalc na nacin da se broj podudarnih
rezultata za svaku kategoriju zbrojio i podijelio s ukupnim brojem uzoraka. Kao rezultat analize
dobiva se tablica s prikazanim postotcima podudarnosti u kategorizaciji rezultata, kappa

vrijednost te standardna pogreska i 95%-tni interval pouzdanosti.

Od ukupno 59 uzoraka, mjerenjem Metodom 1, 18 rezultata (30,5%) kategorizirano je kao
negativno, 8 (13,6%) kao grani¢no te 33 (55,9%) kao pozitivno. Metodom 2 je 21 rezultat
(35,6%) kategoriziran kao negativan, 14 (23,7%) kao granicano te 24 (40,7%) kao pozitivno.
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Tablica 5. Apsolutna vrijednost i postotak rezultata svrstanih u 3 kategorije (1 -
negativan rezultat, 2 - granicni rezultat, 3 - pozitivan rezultat) za Metodu 1 i Metodu 2.

Metoda 1
Metoda 2 1 2 3

1 21
18 3 0 (35.6%)

2 14
0 S | (23.7%)

3 24
0 0 241 (20,7%)
18 8 33 59

(30,5%) | (13,6%) | (55,9%)

Tablica 3. Kappa vrijednost, standardna pogreska i 95%-tni interval pouzdanosti za
dobivenu kappa vrijednost podudarnosti u kategorizaciji rezultata u tri kategorije.

Kappa vrijednost 0,787
Standardna pogreska | 0,05611
95% ClI 0,677 - 0,897

Dobivena kappa vrijednost 0,787 nalazi se unutar intervala 0,61 — 0,80 u skladu s ¢ime se
interpretira kao osrednja podudarnost u kategorizaciji rezultata kao negativnih, grani¢nih te
pozitivnih i prihvatljiva je s obzirom na postavljeni kriterij od 0,60 za donju granicu 95%ClI

kappa koeficijenta.

S obzirom na mali broj uzoraka u kategoriji grani¢nih koncentracija (minimalan zahtjev za ovaj
statisticki test je 10 uzoraka po kategoriji), dodatno je provedeno ispitivanje podudaranja u
kategorizaciji rezultata Metode 1 i 2 u samo dvije kategorije — negativno (1) i pozitivno (2). U
ovome se slucaju pod negativnim koncentracijama obuhvacaju one prvobitno definirane kao
negativne te grani¢ne koncentracije. Stoga, koncentracije fekalnog kalprotektina dobivene
mjerenjem Metodom 1 kategorizirane su kao negativne ukoliko im je koncentracija manja od
160 mg/kg i kao pozitivne ukoliko im je koncentracija veca od 160 mg/kg. Takoder,
koncentracije fekalnog kalprotektina dobivene mjerenjem Metodom 2 se interpretiraju kao
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negativne ukoliko im je koncentracija manja od 120 mg/kg te kao pozitivne ukoliko im je
koncentracija 120 mg/kg ili veca.

Od ukupno 59 rezultata mjerenja Metodom 1, 18 rezultata (30,5%) kategorizirano je kao
negativno, a 41 (69,5%) kao pozitivan. Od 59 rezultata mjerenja Metodom 2, 21 rezultat
(35,6%) kategoriziran je kao negativan, a 38 (64,4%) kao pozitivno.

Tablica 4. Apsolutna vrijednost i postotak rezultata svrstanih u 2 kategorije (1 -
negativan rezultat, 2 — pozitivni rezultat) za Metodu 1 i Metodu 2.

Metoda 1
Metoda 2 1 2
1 18 3 | 21(35,6%)
2 0 38 | 38 (64,4%)
18 41 59
(30,5%) | (69,5%)

Tablica 8. Kappa vrijednost, standardna pogreska i 95%-tni interval pouzdanosti za
dobivenu kappa vrijednost podudarnosti u kategorizaciji rezultata u 2 kategorije.

Kappa vrijednost 0,885
Standardna pogreska | 0,064
95% CI 0,760 - 1,000

Dobivena kappa vrijednost za samo dvije kategorije rezultata iznosi 0,885 te pripada intervalu
0,81 — 0,99, a interpretira se kao snazna podudarnost. Podudarnost u kategorizaciji rezultata

bolja je u slucaju dvije kategorije rezultata u odnosu na podudarnost rezultata u tri kategorije.
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4.3. LINEARNOST

Ocekivane i dobivene koncentracije mjerenja u duplikatu te njihova srednja vrijednost prikazani
su u Tablici 9. IzraCunati bias za svaku koncentracijsku razinu takoder je prikazan te su
izraCunate vrijednosti usporedene s unaprijed odredenim kriterijem prihvatljivosti za usporedbu
metoda koji iznosi 30 %. 1z podataka u tablici vidljivo je da je za prve Cetiri koncentracijske
razine bias nizi od 30 % (-0,08 — 7,15 %). Za o¢ekivanu koncentracijsku razinu 53,96 mg/kg,
bias dobivene koncentracije iznosi 42,8%, a za koncentracijsku razinu 17,99 mg/kg, najblizu
donjoj granici deklariranog podrucja linearnosti metode, iznosi ¢ak 101,31% $to je tri puta vise
od odabranog kriterija prihvatljivosti. Posto su dvije koncentracijske razine ve¢e od zadanog
kriterija prihvatljivosti, moze se zakljuciti da je metoda linearna u podru¢ju izmedu 54,0 mg/kg
I 134,9 mg/kg. Rezultati su takoder prikazani graficki gdje su na apscisu nanesene vrijednosti
oc¢ekivane koncentracije, a ordinatu vrijednosti izmjerene koncentracije (Graf 4.). Dobivena je

jednadzba pravea: y = 0,9928 (0,983 — 1,00)x + 18,011 (6,929 — 29,091).

Tablica 9. Izracun ocekivanih vrijednosti koncentracije feklanog kalprotektina u razlicitim
omjerima razrjedenja s dobivenim vrijednostima mjerenja Metodom 1 i Metodom 2, srednja
vriednost dvaju uparenih mjerenja te njihov bias.

Ocekivana Srednja
vrijednost vrijednost X1 X2 Bias
2697,9 2695,7 2697,9 | 26934 | -0,1%
539,6 559,5 556,5 562,5 3,7%
269,8 289,1 288,7 289,5 72%
1349 138,0 141,5 134,6 23%
54,0 77,0 77,1 77,1 42,8 %
18,0 36,2 36,1 36,4 101,3%

X1 = prvo mjerenje, X2 = drugo mjerenje
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Graf 4. Graficki prikaz odnosa izmjerene koncentracije Sest razrijedenja uzorka fekalnog
kalprotektina i i izracunate ocekivane koncentracije.



4.4. RASPRAVA

Usporedbom dobivenih vrijednosti s prethodno postavljenim Kkriterijima prihvatljivosti,
ustanovljeno je da ispitivana, nova kemiluminescentna metoda QUANTA Flash® Calprotectin
(INOVA Diagnostics, San Diego, CA, USA) ima zadovoljavaju¢u unutarlaboratorijsku
preciznost i ponovljivost u visokom koncentracijskom podrucju, ali ne i u niskom
koncentracijskom podru¢ju. Preciznost metoda deklarirana od proizvodaca vrlo Cesto je
precijenjena pa treba kriti¢ki procijeniti odstupanje eksperimentalno dobivene preciznosti od
one koju deklarira proizvodac¢ i uzeti u obzir ima li veli¢ina odstupanja klinickog znacaja u
ispitivanom koncentracijskom podruéju te usporediti s dostupnim literaturnim podacima. Tako
je u studiji Oyaert i sur. (2017.) koji su usporedili analiticke karakteristike 6 razli¢itih testova
za kvantitativno odredivanje fekalnog kalprotektina, takoder ponovljivost odredena na
kontrolnom uzorku niske koncentracijske razine Inova QuantaFlash metodom bila iznad one
deklarirane od proizvodaca (5,6%). Budué¢i da da unutarlaboratorijska preciznost, ukupna
preciznost, uzima u obzir vise ¢cimbenika koji utjecu na njezinu preciznost (mjerenja provedena
kroz vise dana, u razli¢ito vrijeme i pod rukovanjem vise operatera) i zadovoljavajuca je u
visokom koncentracijskom podruéju koje nosi klinicki znacaj, zakljuceno je da metoda ima

prihvatljivu nepreciznost.

Usporedbom koncentracija kalprotektina izmjerenih s obje metode vidljivo je ve¢ samim
pregledom broj¢anih vrijednosti znacajno odstupanje u koncentracijama s ve¢im vrijednostima
dobivenima Metodom 1 u odnosu na one dobivene ispitivanom metodom. lako je srednji bias
manji od postavljenog kriterija prihvatljivosti, vise od 5 % uparenih rezultata razlikuje se za
vise od 30 %. Bland-Altmanova analiza pokazala je da izmedu metoda postoji statisticki
znacajno konstantno i1 proporcionalno odstupanje izmedu koncentracija dobivenih Metodom 1
1 Metodom 2, te da odstupanje izmedu vrijednosti koncentracija raste s porastom koncentracije
fekalnog kalprotektina u uzorku. Passing-Bablok analizom takoder je potvrdeno postojanje
konstantne i proporcionalne razlike izmedu dviju usporedivanih metoda te pozitivno odstupanje
vrijednosti dobivenih mjerenjem Metodom 1 od vrijednosti dobivenih mjerenjem Metodom 2.
Postojanje konstatnog i proporcionalnog odstupanja jednako kao niZe vrijednosti dobivene

CLIA metodom u usporedbi s turbidimetrijskom pokazala je i studija Padoan i sur.

Opcenito, slaba usporedivost kvantitativnih rezultata dobivenih razli¢itim imunokemijskim
metodama posljedica je vise cimbenika: upotrebe razlicitih antitijela u smislu monoklonskih ili

poliklonskih, njihovog razlic¢itog animalnog porijekla, usmjerenosti na razlicite epitope ciljne
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molekule. Takoder, imunokemijske metode kojima se odreduju antitijela u uzorku razlikuju se
i u koriStenom antigenu (rekombinantni ili proci§¢eni nativni iz razli¢itih izvora). Zbog
nestandiziranosti razli¢itih testova za odredivanje fekalnog kalprotektina u uzorku stolice,
predanaliticki faktori poput metode ekstrakcije, vrste pufera, na¢ina pohrane ili razrijedenja
uzorka u ekstrakcijskom puferu, takoder mogu imati znaCajan utjecaj na varijaciju
koncentracije izmedu razlicitih testova. Slaba podudarnost u brojcanim vrijednostima izmedu
razli¢itih testova onemogucuje da se vrijednosti dobivene jednom metodom zamijene

vrijednostima dobivenima drugom metodom (Oyaert M. i sur., 2017)

Unato¢ znacajanim broj¢anim odstupanjima te konstantnoj i proporcionalnoj razlici izmedu
vrijednosti koncentracija fekalnog kalprotektina dobivenih mjerenjem dvjema metodama,
provjerom podudarnosti u interpretaciji izmjerenih koncentracija ustanovljena je prihvatljiva, a
u slucaju samo dvije kategorije i snazna podudarnost izmedu metode u rutinskoj upotrebi i

ispitivane metode.

Ispitivana metoda nije zadovoljila prethodno postavljene Kkriterije linearnosti za cijelo
deklarirano podrucje od 16.1 mg/kg do 3500.0 mg/kg, ve¢ samo u podru¢ju od 134,9 - 2697,9
mg/kg. Medutim, navedeni raspon se slaze s rasponom iznad gornje granice referentnog
intervala kojeg je predlozio proizvoda¢ kao pozitivan rezultat (> 120 mg/kg). Vrijednosti iznad
gornje granice referentnog intervala bitne su za daljnje postavljanje dijagnoze upalne bolesti
crijeva, te u pacijenata s ve¢ potvrdenom dijagnozom u svrhu daljnjeg pracenja aktivnosti
bolesti, odgovora na terapiju i predvidanja relapsa te je zadovoljena linearnost u tom podrucju

od velikog znacaja za kvalitetno donoSenje odluka o lijjecenju pacijenta.

lako se broj¢ani rezultati dobiveni mjerenjem CLIA metodom, dijagnosti¢kim testom
QUANTA Flash® Calprotectin, ne mogu smatrati istovjetnima onim dobivenim
turbidimetrijskom metodom, dijagnostickim testom Biihlmann fCAL® turbo, niti se rezultati
mogu medusobno zamijeniti, interpretacija dobivenih rezultata u skladu s preporucenim
referentnim intervalima proizvodaca biti ¢e gotovo uvijek istovjetna. Stoga bi prilikom prac¢enja
tijeka bolesti koncentraciju fekalnog kalprotektina za jednog pacijenta trebalo uvijek odredivati
istim testom, a ovisno o svrsi odredivanja (dijagnostika, pracenje odgovora na terapiju ili
predvidanje relapsa bolesti) primjenjivati razli¢ite grani¢ne vrijednosti za interpretaciju

dobivenih rezultata (Laserna-Mendieta i sur., 2019).
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5. ZAKLJUCCI

1.

Nepreciznost ispitivanog dijagnostickog testa za kvantitativno odredivanje fekalnog
kalprotektina, QUANTA Flash® Calprotectin zadovoljava zadane kriterije i ¢ini test
prihvatljivim za za klini¢ku primjenu.

Postoji statisticki znacajno odstupanje izmedu vrijednosti koncentracija dobivenih
CLIA metodom (dijagnostickim testom QUANTA Flash® Calprotectin) |
turbidimetrijskom metodom (dijagnosti¢kim testom Biihlmann fCAL® turbo).
Brojcane vrijednosti fekalnog kalprotektina u uzorku stolice dobivene razli¢itim
metodama ne mogu se medusobno usporedivati ili zamijeniti jedna drugu.
Dijagnosticki testovi QUANTA Flash® Calprotectin 1 Bithlmann fCAL® turbo
znacajno Se podudaraju u kategorizaciji rezultata u dvije interpretativne kategorije
(negativno/pozitivno).

Mijerenje koncentracije fekalnog kalprotektina za istog pacijenta u svrhu praéenja
aktivnosti bolesti i odgovora na terapiju, uvijek bi se trebalo provoditi istim
dijagnostickim testom.

Mozemo zakljuciti da se ispitivana metoda moze koristiti u rutinskom radu iako
broj¢ani rezultati mjerenja nisu istovjetni rezultatima metode koja je trenutno u

rutinskoj primjeni.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Fekalni kalprotektin prepoznat je kao specifican i1 vrlo osjetljiv biomarker upale crijevne
sluznice koji omogucuje razlikovanje upalnih bolesti crijeva od sindroma iritabilnog crijeva.
Dijagnosticki testovi pojedinih proizvodaca temeljeni su na razli¢itim imunokemijskim
metodama te joS§ uvijek ne postoji standardiziran postupak ekstrakcije uzorka, pohrane i analize
Sto dovodi do velike varijacije u dobivenim rezultatima i1 otezava njihovu medusobnu

usporedbu.

U ovome radu opisano je provodenje postupka verifikacije kvantitativne kemiluminiscentne
metode QUANTA Flash® Calprotectin (INOVA Diagnostics, San Diego, CA, USA) za
odredivanje koncentracije fekalnog kalprotektina u uzorku stolice na analizatoru Bio-Flash
(Biokit S.A.©, Spanjolska) i usporedbe s postojeéim dijagnosti¢kim testom u rutinskoj primjeni
Bithimann fCAL® turbo (Biihlmann, Schonenbuch, Switzerland) na analizatoru Abbott
Architect c8000 (Abbott S.r.I., Roma, Italy) u KBC-u Sestre Milosrdnice. Mjerenja su vrSena
na 59 ostatnih uzoraka stolica pacijenata kod kojih je zatrazeno odredivanje fekalnog
kalprotektina. Nepreciznost ispitivane metode zadovoljila je zadane kriterije $to ju Cini
prihvatljivom za klinicku primjenu. Unato¢ statisticki znaCajnom odstupanju vrijednosti
dobivenih ispitivanom i postoje¢com metodom, podudaranje u kategorizaciji rezultata u dvije
interpretativne kategorije pokazalo se snaznim. Zakljuceno je da se ispitivana metoda moZe
koristiti u rutinskom radu, ali je preporucljivo za istog pacijenta koncentraciju fekalnog
kalprotektina uvijek mijeriti istim testom kako bi rezultati bili medusobno usporedivi jer
rezultati dobiveni razli¢itim imunokemijskim metodama nisu medusobno usporedivi i

zamjenjivi.
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Fecal calprotectin was recognized as a specific and sensitive biomarker of intestinal
inflammation, making it easier to differentiate inflammatory bowel diseases from irritable
bowel syndrome. Numerous existing assays based on different immunochemical methods,
along with the lack of standardization of sample extraction, storage, and analysis, have led to

significant variation in assays results and exacerbated assay comparability.

This thesis describes the verification process of quantitative chemiluminescent method
QUANTA Flash® Calprotectin assay (INOV A Diagnostics, San Diego, CA, USA) on analyzer
Bio-Flash (Biokit S.A.&, Spain) and comparison to Bithlmann fCAL® turbo assay (Biihlmann,
Schonenbuch, Switzerland) on Abbott Architect c8000 (Abbott S.r.l., Roma, Italy) analyzer
which is routinely used within the Department of Clinical Chemistry, University Hospital
Centre "Sestre Milosrdnice”, Zagreb. Samples used for measurement were obtained from
remainders of 59 stool samples of patients for whom the clinicians requested the analysis of
fecal calprotectin. Assay imprecision met the set criteria, which makes it acceptable for clinical
use. Despite statistically significant bias of obtained values, the classification of results of both
methods into two categories (positive and negative) proved that the agreement between the two
methods is reliable. In conclusion, QUANTA Flash® Calprotectin assay can be used routinely.
For follow-up of the same patient, it is advisable always to use the same diagnostic test since

the results obtained by different methods are not comparable or interchangeable.
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SAZETAK

Fekalni kalprotektin prepoznat je kao specifi¢an i vrlo osjetljiv biomarker upale crijevne sluznice
koji omogucuje razlikovanje upalnih bolesti crijeva od sindroma iritabilnog crijeva. Dijagnosticki
testovi pojedinih proizvodaca temeljeni su na razli¢itim imunokemijskim metodama te jo§ uvijek ne
postoji standardiziran postupak ekstrakcije uzorka, pohrane i analize §to dovodi do velike varijacije

u dobivenim rezultatima 1 oteZava njithovu medusobnu usporedbu.

U ovome radu opisano je provodenje postupka verifikacije kvantitativne kemiluminiscentne metode
QUANTA Flash® Calprotectin (INOVA Diagnostics, San Diego, CA, USA) za odredivanje
koncentracije fekalnog kalprotektina u uzorku stolice na analizatoru Bio-Flash (Biokit S.A.©,
Spanjolska) i usporedbe s postoje¢im dijagnosti¢kim testom u rutinskoj primjeni Biihimann fCAL®
turbo (Biihlmann, Schonenbuch, Switzerland) na analizatoru Abbott Architect c8000 (Abbott S.r.1.,
Roma, Italy) u KBC-u Sestre Milosrdnice. Mjerenja su vrSena na 59 ostatnih uzoraka stolica
pacijenata kod kojih je zatrazeno odredivanje fekalnog kalprotektina. Nepreciznost ispitivane
metode zadovoljila je zadane kriterije Sto ju Cini prihvatljivom za klini¢ku primjenu. Unato¢
statistiCki znaCajnom odstupanju vrijednosti dobivenih ispitivanom 1 postojeéom metodom,
podudaranje u kategorizaciji rezultata u dvije interpretativne kategorije pokazalo se snaZznim.
Zakljuceno je da se ispitivana metoda moze koristiti u rutinskom radu, ali je preporucljivo za istog
pacijenta koncentraciju fekalnog kalprotektina uvijek mijeriti istim testom kako bi rezultati bili
medusobno usporedivi jer rezultati dobiveni razli¢itim imunokemijskim metodama nisu medusobno

usporedivi i zamjenjivi.
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SUMMARY

Fecal calprotectin was recognized as a specific and sensitive biomarker of intestinal inflammation,
making it easier to differentiate inflammatory bowel diseases from irritable bowel syndrome.
Numerous existing assays based on different immunochemical methods, along with the lack of
standardization of sample extraction, storage, and analysis, have led to significant variation in assays

results and exacerbated assay comparability.

This thesis describes the verification process of quantitative chemiluminescent method QUANTA
Flash® Calprotectin assay (INOVA Diagnostics, San Diego, CA, USA) on analyzer Bio-Flash
(Biokit S.A.4, Spain) and comparison to Biihlmann fCAL® turbo assay (Biihlmann, Schénenbuch,
Switzerland) on Abbott Architect c8000 (Abbott S.r.l., Roma, Italy) analyzer which is routinely used
within the Department of Clinical Chemistry, University Hospital Centre "Sestre Milosrdnice",
Zagreb. Samples used for measurement were obtained from remainders of 59 stool samples of
patients for whom the clinicians requested the analysis of fecal calprotectin. Assay imprecision met
the set criteria, which makes it acceptable for clinical use. Despite statistically significant bias of
obtained values, the classification of results of both methods into two categories (positive and
negative) proved that the agreement between the two methods is reliable. In conclusion, QUANTA
Flash® Calprotectin assay can be used routinely. For follow-up of the same patient, it is advisable
always to use the same diagnostic test since the results obtained by different methods are not

comparable or interchangeable.
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