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1. UVOD
1.1. Stitnjaca
1.1.1. Anatomija i fiziologija Stitnjace

Stitnja¢a je endokrina Zlijezda smjestena u prednjem dijelu vrata, ispred dusnika te ispod
grkljana (Slika 1).
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Slika 1: Prikaz smjestaja Stitnjace u organizmu i njezine makroskopske grade.

Leptirastog je oblika i sastoji se od dva reznja (lat. lobus dexter et lobus sinister) povezana
mostom (lat. isthmus glandulae thyroideae). Gradena je od mnostva folikula koji su obavijeni
folikularnim stanicama dok se u unutra$njosti folikula nalazi tekuc¢a smjesa, odnosno koloid.
Folikularne stanice odgovorne su za sintezu glavnih hormona stitnjace trijodtironina (T3) i
tetrajodtironina (T4) koji posreduju u regulaciji metabolizma. Tetrajodtironin (T4) se jos§ naziva
i tiroksin. Izmedu folikula nalazi se medustani¢ni prostor u kojem je medustani¢no tkivo i
parafolikularne stanice (C stanice) koje sintetiziraju kalcitonin, hormon koji sudjeluje u

regulaciji homeostaze kalcija (Guyton i Hall, 2017; Gillroy i sur., 2011).
1.1.2. Regulacija rada $titnjace

Rad stitnjace reguliran je negativnom povratnom spregom. U kontrolu rada Stitnjace ukljuceni
su hipotalamus, dio medumozga koji kontrolira endokrine funkcije organizma, i adenohipofiza,
prednji dio hipofize, koja je smjestena ispod baze velikog mozga u kostanoj tvorevini tursko
sedlo (lat. sella turcica). Hipotalamus lu¢i hormon koji oslobada tireotropin (TRH) koji se veze
za receptore tireotropin otpustajuceg hormona tipa 1 (engl. thyrotropin-releasing hormone
receptor 1; TRHR1) na stanicama adenohipofize. TRHR1 su membranski receptori koji, nakon
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vezanja TRH-a, uzrokuju aktivaciju fosfolipaze C te posljedi¢no fosforilacije unutarstani¢nih
proteina i poveéavanje unutarstani¢ne koncentracije kalcija (Ca2*). Posljedica pokretanja tog
unutarstani¢nog mehanizma je lucenje tireotropina (TSH). TSH se, iz cirkulacije, veze za svoje
transmembranske receptore na folikularnim stanicama Stitnjace te pokrece kaskadu reakcija
unutar stanice posredovane drugim glasnikom, ciklickim adenozin-monofosfatom (CAMP).
Vezanje TSH-a rezultira lu¢enjem hormona stitnjace u cirkulaciju te rast tkiva stitnjace (Guyton
i Hall, 2017; Gillroy i sur., 2011).

TSH je glavni hormon koji regulira rad i otpustanje hormona $titnjace. Sekrecija TSH-a
inhibirana je negativnom povratnom spregom hormonima S$titnjace preko THRB-2 (engl. 52
isoform of thyroid hormone receptor) receptora za hormone $titnjace koji se nalaze na hipofizi.
Isti se receptori nalaze u hipotalamusu, no negativna povratna sprega jace je izrazena

djelovanjem hormona §titnjace na hipofizu (Rifai i sur., 2018; Ortiga-Carvalho, 2016).

Postoje dva slucaja djelovanja negativne povratne sprege u koje su ukljuceni hipotalamus,

hipofiza i §titnjaca (Slika 2):

1. U slucaju niskih koncentracija T3 i T4 u Krvi hipotalamus se aktivira i lu¢i TRH koji
djeluje na hipofizu. Pod utjecajem TRH-a adenohipofiza lu¢i TSH koji potom djeluje
na Stitnjacu te T3 i T4. Mehanizam rezultira pove¢anjem koncentracija hormona $titnjace
u krvi.

2. U slucaju visokih koncentracija Tz i T4 u Krvi suprimira se lu¢enje TSH-a iz
adenohipofize. Vjeruje se da visoke koncentracije hormona $titnjace djeluju izravno na
adenohipofizu, uz djelovanje na hipotalamus. Lucenje hormona Stitnjace se smanjuje
zbog smanjenog lu¢enja TRH-a | TSH-a. Time je smanjena stimulacija $titnjace §to
znaci da se u krv otpusta manje T3 i T4 i Smanjuju se ukupne koncentracije hormona
(Rifai i sur., 2018).
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Slika 2: Shematski prikaz regulacije rada stitnjace.

1.2. Hormoni Stitnjace

1.2.1. Sinteza i izlu¢ivanje trijodtironina (T3) i tetrajodtironina (T4)

Sinteza hormona T3 i T4 odvija se iz tireoglobulina, proteina bogatog tirozinskim ostacima.
Tireoglobulin sintetiziraju folikularne stanice, obogacuju tirozinske ostatke jodom te ga
izluCuju u unutras$njost folikula gdje se skladisti. Za sintezu T3 | T4 potreban je jod koji u
folikularne stanice dospijeva kao jodidni ion u kotransportu s natrijem putem natrij-jodid
simportera. Nakon ulaska u stanicu jodidi se oksidiraju u elementarni jod, |2, a oksidacija je
katalizirana enzimom tiroidnom peroksidazom koja se nalazi u apikalnoj membrani stanice ili
u citoplazmi neposredno uz stanicnu membranu. Elementarni jod se uz pomo¢ jodaze veze za
tirozinske ostatke u tireoglobulinu pri ¢emu nastaju monojodtirozin (MIT) i dijodtirozin (DIT).
Povezivanjem dva DIT ostatka nastaje tetrajodtironin, odnosno tiroksin (T4), a povezivanjem
jednog MIT i jednog DIT nastaje trijodtironin (T3) (Slika 3). Oba hormona (T3 i T4) ostaju
vezana za molekulu tireoglobulina sve dok se ne ukaze potreba za otpuStanjem hormona u
krvotok. Vezanjem TSH na receptore na stanicama Stitnjace i pokretanjem kaskade reakcija
unutar stanice inducira se pinocitoza tireogobulina iz folikula. Pinocitozom nastaje vezikula u
kojoj je tireoglobulin koja se spaja s lizosomom, bogatim enzimima, izmedu ostalog i
proteazama koje odcjepljuju Tz i T4 s molekule tireoglobulina. Vezikule se zatim stapaju s
bazalnom membranom stanice te se u lokalne kapilare otpustaju T3 i T4. Dnevno, od ukupne
koli¢ine otpustenih hormona u cirkulaciju, 93 % ¢ini tiroksin dok trijodtironin ¢ini samo 7 %.
Na periferiji se dogada konverzija, odnosno dejodinacija T4 U T3 pomocu enzima dejodaze. T3
je bioloski aktivniji te ima izuzetno visok afinitet za unutarstanicne tiroidne receptore (Guyton

i Hall, 2017).
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Slika 3: Sinteza tiroksina (T 4)i trijodtironina (T3).
1.2.2. Djelovanje Tz i Ta4

U krvi je vise od 99 % T3 i T4 vezano za proteine plazme dok je ostatak slobodan u plazmi i
ostvaruje svoje biolosko djelovanje (ukupni trijodtironin - tTs; ukupni tiroksin - tT4; slobodni
trijodtironin - fT3; slobodni tiroksin - fT4). Proteini plazme na koje se Tz i T4 vezu su: tiroksin
vezujudi globulin (TBG), transtiretin (TTR) 1 albumin. Hormoni su najve¢im udjelom vezani
za TBG, zatim za TTR, a u najmanjoj mjeri vezani su za albumin. Ulaskom u stanicu, hormoni
se vezu za unutarstani¢ne receptore koji se nalaze u jezgri ili vezani za DNA ili u njenoj
neposrednoj blizini. Kompleks hormona i receptora udruzuje se s receptorom za retinoid X i

zajedno tvore heterodimer koji potice transkripciju gena (Guyton i Hall, 2017).
Glavni ucinci T3 i T4 postizu se aktivacijom transkripcije gena:

1. Uzrokuju pojaani metabolizam: povecavaju broj mitohondrija, stimuliraju

mitohondrijsko disanje i oksidativnu fosforilaciju, intenziviraju rad Na'/K*-ATPaze,



povecavaju sintezu ATP-a, povecavaju potroSnju ATP-a, povecavaju intenzitet
bazalnog metabolizma i posljedi¢no je povecan utrosak kisika.

2. Povecavaju sintezu proteina, metabolizam ugljikohidrata, proteolizu ovisnu o ATP-u,
lipolizu te utjecu na povecanje koncentracije triglicerida i kolesterola u krvi. S obzirom
da je povecéana sinteza proteina, povecana je samim time i sinteza enzima te je povecana
potreba organizma za vitaminima jer su mnogi od njih sastavni dio nekih enzima i
kofaktora.

Utjecu na rast, razvoj 1 sazrijevanje organizma.

4. Povecavaju sr¢ani minutni volumen, sr¢anu frekvenciju 1 jakost sréane kontrakcije te
tkivni protok krvi metabolizma (Guyton i Hall, 2017).

5. Na periferiji povecavaju broj B-adrenergickih receptora u odnosu na a-adrenergi¢ne
receptore zbog ¢ega se povecava djelovanje katekolamina te se pojacava djelovanje na
srce, glatko miSi¢je 1 metabolicku aktivnost §to dovodi do povecanja otkucaja srca u
minuti i pojacavanja sréane kontrakcije (Tank i Lee Wong, 2015).

6. Uzrokuju pad tjelesne mase zbog sveopceg pojacanog metabolizma (Guyton i Hall,
2017).

Hormoni $titnjace mogu djelovati i neovisno o njihovom vezanju na receptor u jezgri. Mogu se
vezati za membranske integrinske receptore i time aktivirati mitogenom aktiviranu proteinsku
kinazu (MAPK) unutar stanice $to posljedi¢no uzrokuje fosforilaciju proteina i promjenu u
transkripcijskoj aktivnosti. Djelovanje neovisno o tiroidnom receptoru pospjeSuje i
angiogenezu, tumorsku proliferaciju te poja¢ano djelovanje citokina i faktora rasta (Cheng i
sur., 2010).



1.3. Funkeijski testovi Stitnjace
Funkecijski testovi stitnjaci koji obuhvacaju odredivanje TSH, tT4, tTs, fT4, fT3 te antitijela na
tiroidnu peroksidazu (anti-TPO) i tireoglobulin (anti-TG) od velikog su znacaja u dijagnostici

poremecaja Stitne zlijezde, diferencijaciji poremecaja te pracenju terapije.

TSH je glavni hormon koji regulira rad Stitnjace i promjena njegove koncentracije najraniji je
pokazatelj njene disfunkcije. TSH se preporu¢a kao probirna pretraga za hipotireozu,
hipertireozu kao 1 za otkrivanje subklinickog poremecaja Stitne zlijezde, uz uvjet da postoji

uredna hipolatamo-hipofizna osovina i stabilno stanje $titne zlijezde (Kusic i sur., 2009).

Najces¢i poremecaji Stitne zlijezde uklju¢uju primarnu hipotireozu gdje su koncentracije TSH-
a poviSene, a koncentracije hormona Stitnjace snizene, primarnu hipertireozu i tireotoksikozu
gdje su koncentracije TSH-a snizene, a koncentracije hormona §titnjace povisene i subklini¢ku
hipotireozu 1 subklinicku hipertireozu sa poviSenim odnosno snizenim koncentracijama TSH-a
uz hormone Stitnjace unutar referentnog intervala. Vise koncentracije TSH-a nalaze se i u
kroni¢nom autoimunom tireoiditisu (Hashimotov tireoiditis) te kod osoba koje prehranom ne
unose dovoljno joda zbog Cega je smanjena sinteza hormona Stitnjace. Kod Gravesove
hipertireoze, toksicnog adenoma 1 multinodularne toksi¢ne guSe prisutne su sniZene

koncentracije TSH (Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009).

TSH se, uz preporuc¢ene hormone §titnjace, odreduje i u pracenju terapije lijecenja hipotireoze

i hipertireoze.

tT4 i tTs predstavijaju ukupne koncentracije T4 i T3 u krvi, a obuhvacaju mjerenje slobodnih
oblika hormona i hormona vezanih na proteine. tT4 1 tTs odrazavaju funkciju Stitnjace te su u
stanjima hipertireoze poviSeni, a u hipotireozi snizeni. Na mjerenu koncentraciju ukupnih
hormona, tT4i tT3, utjeu i koncentracije veznih proteina u serumu, posebice TBG. Povisene
koncentracije TBG-a uzrokuju poviSene koncentracije ukupnih hormona S§titnjace i obrnuto,
snizene koncentracije TBG-a uzrokuju sniZene koncentracije ukupnih hormona (poviSene
koncentracije TBG-a javljaju se na primjer kod povisenih koncentracija estrogena ili kod
primarne bilijarne ciroze, a snizene se uocavaju uslijed primjerice povisenih koncentracija
androgena) (Rifai i sur., 2018; Schussler, 2000). Prema preporukama koncentracije tTs (i fT3)
trebale bi se odredivati ukoliko postoji sumnja na Tstireotoksikozu zbog inicijalno snizenih
vrijednosti TSH-a uz koncentracije tT4 unutar referentnog intervala. Danas se, zbog velikog
utjecaja serumske koncentracije TBG na mjerenje ukupnih hormona, preporuca se mjerenje

slobodnih hormona (Kusi¢ i sur., 2009).



fT41 fT3predstavljaju slobodni, bioloski aktivni oblik, koji bolje odrazava funkciju stitnjace od
mjerenja ukupnih hormona. fT4 najbolje odrazava funkciju Stitnjace i prema smjernicama je
druga linija probira za procjenu funkcije Stitnjaée nakon odredivanja TSH-a; u slucaju
koncentracija TSH-a izvan referentnog intervala preporuceno je odredivanje fT4u krvi (Kusi¢
i sur., 2009). fT4 najvazniji je, uz TSH, za titraciju i praéenje terapije lijeCenja hipotireoze i
hipertireoze. Povisene koncentracije fT4 i fT3 karakteriziraju tireotoksikozu koja se moze
pojaviti uslijed Gravesove bolesti ili toksi¢nog adenoma $titnja¢e dok se snizene koncentracije
opazaju, izmedu ostalog i kod hipotireoze zbog Hashimotovog tiroiditsa ili prehrane siromasne

jodom (Cvorisc¢ec i Cepelak, ured., 2009).

Anti-TPO i anti-TG su autoantitijela usmjerena na tiroidnu peroksidazu (TPO) i na tireoglobulin
(TG). U Hashimotovom tiroiditisu dolazi do vezanja autoantitijela na komponente tkiva
Stitnjace 1 posljedi¢no upale zbog koje dolazi do infiltracije Stitnjae limfocitima i propadanja
tkiva Stitnjace. 95 % pacijenata oboljelih od Hashimotovog tireoiditisa ima pozitivna anti-TPO
dok samo 60-80 % oboljelih ima pozitivna anti-TG pa su za potvrdu bolesti kod osobe koja ima
odgovaraju¢e simptome i koncentracije TSH-a, tT4 (fT4) 1 tTs (fT3), antitijela na tiroidnu

peroksidazu pouzdaniji parametar od antitijela na tireoglobulin (Caturegli i sur., 2014).



1.4. Stabilnost

Stabilnost analita u laboratoriju se definira kao vremenski period u kojem analit zadrzava svoju
koncentraciju unutar dozvoljenih granica odstupanja tijekom pohrane uzorka u kojem se

odreduje pod odredenim uvjetima (Flores CFY i sur., 2020).

Stabilnost analita uvjetuje prvenstveno njegova kemijska struktura i moguéa podloZnost
degradaciji ili djelovanju enzima, ali moZe ovisiti i o spremniku u koji se uzorkuje Kkrv,
izloZenosti svjetlosti ili zraku te temperaturi i viemenu koje protekne do analize (Gomez-Rioja
isur., 2019).

Neki su analiti izuzetno nestabilni 1 odgoda njihovog odredivanja znacajno utjeCe na rezultat
analize te se moraju analizirati odmah nakon uzorkovanja krvi (Supak-Smol¢i¢ i sur., 2023)
dok su neki analiti prili¢no stabilni i njihove analize je moguée odgoditi ovisno o uvjetima i

vremenu pohrane uzoraka (Hirigo, 2020).

Glavna zadaca laboratorija je odrzavanje kvalitete rada i izdavanje to¢nih i pouzdanih rezultata

(Lippi i sur., 2008).

Poznavanjem stabilnosti analita u odredenim uvjetima i vr.emenima pohrane moguce je odgoditi
analizu trazenih testova ili naknadno odraditi neke potrebne dodatne testove bez naruSavanja

kvalitete rada. (Flores i sur., 2020)



2. OBRAZLOZENJE TEME
Stitnjada, kao endokrina Zlijezda, putem hormona koje lu¢i sudjeluje u regulaciji mnogih

fizioloskih procesa, izmedu ostalog u regulaciji metabolizma te rasta i razvoja organizma.

Poremecaji u radu Stitne zlijezde danas predstavljaju globalni zdravstveni problem sa sve ve¢im

brojem oboljelih, ¢ime se stavlja imperativ na pravovremenu i toc¢nu dijagnozu.

Uz ultrazvu¢nu dijagnostiku, funkcijski testovi Stitnja¢e imaju kljuénu ulogu u dijagnostici

poremecaja Stitnjace, ali 1 u diferencijaciji poremecaja te pracenju terapije.
Glavna zadaca laboratorija je izdati tocne 1 pouzdane rezultate funkcijskih testova Stitnjace.
Funkecijski testovi Stitnjae obuhvacaju TSH, tTs, fT3, tTs, T4, anti-TPO i anti-TG.

Odredivanje navedenih testova u laboratoriju iz uzoraka seruma ukljucuje ponekad 1 potrebu za
odgodom analiza kao i pohranu uzoraka seruma za potencijalne naknadne analize. Kako bi se
osigurali to¢ni i pouzdani rezultati testova, potrebno je definirati u kojim vremenskim okvirima

1 okoli$nih uvjetima su funkcijski testovi Stitnjace stabilni.

Hipoteza ovog rada bila je da stajanjem uzoraka seruma u epruvetama s gelom ne dolazi do
narusavanja stabilnosti funkcijskih testova Stitnjace tijekom 72 sata u razliitim temperaturnim

uvjetima.

Ciljevi rada su :

1. Ispitati stabilnost funkcijskih testova Stitnjace u serumu u epruvetama s gelom tijekom
8 h na sobnoj temperaturi kako bi se procijenilo mogu li se analize funkcijskih testova

Stitnjae odgoditi ili naknadno zatraziti unutar 8 h

2. Ispitati stabilnost funkcijskih testova Stitnjae u serumu u epruvetama s gelom tijekom
72 sata na 2 — 8 °C, s prethodnim stajanjem uzoraka seruma 8 h na sobnoj temperaturi,
kako bi se procijenilo mogu li se analize funkcijskih testova Stitnjaée odgoditi ili

naknadno zatraziti unutar 72 h



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici i uzorci

Istrazivanje je provedeno prospektivno u periodu od listopada 2022. do sijecnja 2023. godine.
na ostatnim uzorcima seruma pacijenata koji su dolazili u ambulantu za vadenje krvi
Endokrinoloskog laboratorija Klinickog bolni¢kog centra Sestre milosrdnice (KBCSM).
Istrazivanje je odobreno od strane Eti¢kog povjerenstva KBCSM-a. Uklju¢eno je ukupno 54
ispitanika, od kojih je 49 ispitanika Zenskog spola, a 5 muskog spola. Dob ispitanika bila je u

rasponu od 11 do 73 godine s medijanom od 42 godine.

Uzorkovanje je izvedeno u skladu s preporukom za uzorkovanje venske krvi (Nikolac i sur.,
2013) u epruvete bez antikoagulansa s gelom za odvajanje seruma i aktivatorom zgrus$njavanja
(Greiner Bio-One GmbH od 5 mL, Kremsmuenster, Austria). Nakon 30 minuta uzorci su
centrifugirani na 3500 okretaja/min 10 minuta (centrifuga Hettich Rotanta 460RC). Serum se
tako odvojio od stanica i pozicionirao iznad razine gela. U tako pripremljenom uzorku seruma
odredivane su koncentracije pojedinih funkcijskih pretraga Stitnjace (TSH, tTs, fT3, tTa, T4,
anti-TPO i anti-TG).
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3.2. Dizajn istrazivanja
U pocetku ispitivanja su definirani kriteriji za odabir uzoraka i protokol prema kojem se

ispitivanje provodilo.
Kriteriji za odabir uzoraka za ispitivanje:

1. Uzorci seruma bez prisutnosti hemolize, lipemije i ikterije (vizualna detekcija).

2. Koncentracije analita (TSH, tTs, fT3, tT4, fT4 anti-TPO i anti-TG) koje se nalaze
unutar i izvan referentnog intervala kako bi se zadovoljio $iri koncentracijski
raspon.

3. Odabir uzorka i inicijalna obrada nultog mjerenja unutar dva sata od

uzorkovanja.

Istrazivanje je obuhvacalo mjerenje koncentracije funkcijskih testova Stitnjace (TSH, T3, T4,
fT3, fT4, anti-TPO i anti-TG) u vremenskim razmacima prikazanim na Slici 4 (O h, 4 h_ST, 8
h_ST,24h_TH, 48 h_TH i72 h_TH. Za svaki funkcijski test Stitnjace odabrano je 10 ostatnih
uzoraka pacijenata (1 test — 10 pacijenata) pri ¢emu je uzorak jednog ispitanika mogao biti
koristen za odredivanje stabilnosti viSe funkcijskih testova Stitnjace. U svakoj vremenskoj tocki
mjerenje je odradeno u duplikatu kako bi se smanjio utjecaj nepreciznosti kod mjerenja.
Vremenska toc¢ka oznac¢ena slovom a) 0 h predstavlja mjerenje u nultom trenutku, odnosno
mjerenje odradeno unutar dva sata od uzorkovanja. Nakon nultog mjerenja slijedi mjerenje u
drugoj vremenskoj tocki, b) 4 h_ST, Cetiri sata od uzorkovanja te mjerenje u tre¢oj vremenskoj
tocki, ¢) 8 h_ST, osam sati nakon uzorkovanja. Tijekom prvih osam sati uzorak se nalazio na
sobnoj temperaturi, bez zatvaranja epruvete cepom. Zatim se uzorak, nakon mjerenja u tocki c)
8 h_ST, spremao zacéepljen u hladnjak (2 — 8 °C) i tako ostao pohranjen do ¢etvrtog mjerenja,
nakon 24 h od uzorkovanja, odnosno to¢ke d) 24 h_TH. Prije mjerenja u toc¢ki d) 24 h_TH
uzorak se izvadio iz hladnjaka na sobnu temperaturu desetak minuta prije analize. Nakon
mjerenja smo uzorak zacepili i vracen je u hladnjak. Mjerenja nakon 48 h (tocka €) 48 h_TH) i
72 h (tocka f) 72 h_TH) provedena su na isti nac¢in kao i mjerenje nakon 24 h (to¢ka c¢) 8 h_ST).
Dizajn istrazivanja prilagoden je prema uputama Radne grupe za predanalitiku EFLM-a (engl.

European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) (Cornes i sur., 2020).
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Pohrana na sobnoj Pohrana u hladnjaku
temperaturi (2°-8°C)

8h ST 24h TH
c) d)

0Oh
a)

72h TH

e

Slika 4: Shematski prikaz istrazivanja. (@) 0 h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od
uzorkovanja); b) 4 h_ST-mjerenje cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi;
c) 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; d) 24 h_TH-
mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 16 sati zacepljena u
hladnjaku (2 - 8 °C)); e) 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi
odcepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); f) 72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja
(epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).
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3.3. Princip analize

Svi u testovi ovom radu odreduju se u dva koraka kemiluminiscentnom imunokemijskom
metodom s magnetskim mikrocesticama (engl. Chemiluminescent Microparticle Immunoassay;
CMIA) na automatskom analizatoru Abbott Architect 12000.

3.3.1. TSH

Uzorak, diluent i paramagnetske mikrocestice oblozene anti-f TSH antitijelima su inkubirane.
Dolazi do vezanja TSH iz uzorka na antitijela vezana na mikrocestice. Slijedi ispiranje. Nakon
ispiranja dodaje se konjugat s anti-a TSH antitijelima obiljezenim akridinijem koje se veze za
TSH na mikrocesticama. Slijedi inkubacija i ispiranje. Zatim se u reakcijsku smjesu dodaju
Pre-Trigger i Trigger otopina. Rezultat kemiluminiscentne reakcije je otpustanje energije koje
se izrazava u relativnim jedinicama svjetlosti (engl. relative light units; RLUs). RLUs su
izravno proporcionalne koncentraciji TSH u uzorku (Slika 5).
Reagens:
e Mikrocestice: MikrocCestice obloZene anti-f TSH (mi§ja, monoklonska) antitijelima u
TRIS puferu s proteinskim (govedim) stabilizatorom.
e Konjugat: Anti-a TSH (misja, monoklonska) antitijela obiljezena akridinijem u MES
puferu s proteinskim (govedim) stabilizatorom.
e Diluent: TRIS pufer.
e Pre-trigger otopina (1,2 % vodikov peroksid — H202)
e Trigger otopina (0,35 M natrijev hidroksid — NaOH)
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Slika 5: Shema reakcije odredivanja tireotropina (TSH) CMIA (engl. Chemiluminescent Microparticle
Immunoassay) metodom. U prvom koraku (a) dolazi do vezanja hormona iz uzorka na antitijela vezana na
paramagnetske Cestice dok u drugom koraku (b) dolazi do vezanja obiljeZzenog antitijela za vezani hormon te

mjerenja signala. 1-antiftijelo vezano za paramagnetsku cesticu; 2-hormon iz uzorka; 3-obiljezeno antitijelo.
3.3.2.1T4

Uzorak i paramagnetske mikroc¢estice obloZene anti-T4 antitijelima se inkubiraju. T4 vezan na
tiroksin vezujuci protein, transtiretin i albumin se odvaja. Dolazi do vezanja T4 iz uzorka na
antitijela vezana na mikrocestice. Slijedi ispiranje. Nakon ispiranja dodaje se T3 konjugat
obiljezen akridinijem. Konjugat se veze za preostala vezna mjesta na antitijelima vezanima na
mikrocesticama. Slijedi inkubacija i ispiranje. Zatim se u reakcijsku smjesu dodaju Pre-Trigger
i Trigger otopina. Rezultat kemiluminiscentne reakcije je otpustanje energije koje se izrazava
u relativnim jedinicama svjetlosti (engl. relative light units; RLUs). RLUs su obrnuto
proporcionalne koncentraciji tT4 u uzorku (Slika 6).
Reagens:

e Mikrocestice: MikrocCestice obloZzene anti-T4 (ov¢ja) antitijelima u TRIS puferu s

ov¢jim IgG stabilizatorom.
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e Konjugat: Tz konjugat obiljeZzen akridinijem u MES puferu s NaCl i Triton X-100
stabilizatorima.

e Pre-trigger otopina (1,2 % vodikov peroksid — H205)

e Trigger otopina (0,35 M natrijev hidroksid — NaOH)

3.3.3.1T3

Uzorak i paramagnetske mikrocestice oblozene anti-T3 antitijelima se inkubiraju. T3 vezan na
tiroksin vezujuci protein, transtiretin i aloumin se odvaja. Dolazi do vezanja T4 iz uzorka na
antitijela vezana na mikrocCestice. Slijedi ispiranje. Nakon ispiranja dodaje se T3 konjugat
obiljezen akridinijem. Konjugat se veZe za preostala vezna mjesta na antitijelima vezanima na
mikrocesticama. Slijedi inkubacija i ispiranje. Zatim se U reakcijsku smjesu dodaju Pre-Trigger
i Trigger otopina. Rezultat kemiluminiscentne reakcije je otpustanje energije koje se izrazava
u relativnim jedinicama svjetlosti (engl. relative light units; RLUs). RLUs su obrnuto
proporcionalne koncentraciji tTz u uzorku (Slika 6).
Reagens:
e Mikrocestice: MikrocCestice oblozene anti-Tz (ov¢ja) antitijelima u TRIS puferu s
ov¢jim IgG stabilizatorom.
e Konjugat: T3 konjugat obiljeZen akridinijem u citratnom puferu s NaCl i Triton X-100
stabilizatorima.
e Pre-trigger otopina (1,2 % vodikov peroksid — H202)
e Trigger otopina (0,35 M natrijev hidroksid — NaOH)

3.3.4. T4

Uzorak i paramagnetske mikrocestice oblozene anti-T4 antitijelima se inkubiraju. Dolazi do
vezanja T4 iz uzorka na antitijela vezana na mikrocestice. Slijedi ispiranje. Nakon ispiranja
dodaje se Tz konjugat obiljezen akridinijem. Konjugat se veze za preostala vezna mjesta na
antitijelima vezanima na mikrocesticama. Slijedi inkubacija i ispiranje. Zatim se U reakcijsku
smjesu dodaju Pre-Trigger i Trigger otopina. Rezultat kemiluminiscentne reakcije je otpustanje
energije koje se izrazava u relativnim jedinicama svjetlosti (engl. relative light units; RLUS).
RLUs su obrnuto proporcionalne koncentraciji fT4 u uzorku (Slika 6).
Reagens:

e MikrocCestice: MikrocCestice oblozene anti-T4 (ov¢ja) antitijelima u TRIS puferu s

ov¢jim IgG stabilizatorom.
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e Konjugat: Tz konjugat obiljeZzen akridinijem u MES puferu s NaCl i Triton X-100
stabilizatorima.

e Pre-trigger otopina (1,2 % vodikov peroksid — H205)

e Trigger otopina (0,35 M natrijev hidroksid — NaOH)

3.3.5. T3

Uzorak i paramagnetske mikrocestice oblozene anti-Ts antitijelima se inkubiraju. Dolazi do
vezanja T4 iz uzorka na antitijela vezana na mikrocestice. Slijedi ispiranje. Nakon ispiranja
dodaje se T3z konjugat obiljezen akridinijem. Konjugat se veZze za preostala vezna mjesta na
antitijelima vezanima na mikroCesticama. Slijedi inkubacija 1 ispiranje. Zatim se u reakcijsku
smjesu dodaju Pre-Trigger i Trigger otopina. Rezultat kemiluminiscentne reakcije je otpusStanje
energije koje se izrazava u relativnim jedinicama svjetlosti (engl. relative light units; RLUS).
RLUs su obrnuto proporcionalne koncentraciji tTs u uzorku (Slika 6).
Reagens:
e Mikrocestice: MikrocCestice obloZene anti-Tz (ov¢ja) antitijelima u TRIS puferu s
ov¢jim IgG stabilizatorom.
e Konjugat: T3 konjugat obiljeZen akridinijem u citratnom puferu s NaCl i Triton X-100
stabilizatorima.
e Pre-trigger otopina (1,2 % vodikov peroksid — H20>)
e Trigger otopina (0,35 M natrijev hidroksid — NaOH)
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Slika 6: Shema reakcije odredivanja tTa, fT4, tTs, fTs CMIA (engl. Chemiluminescent Microparticle Immunoassay)
metodom. U prvom koraku (a) dolazi do vezanja hormona iz uzorka na antitijela vezana na paramagnetske Cestice
dok u drugom koraku (b) dolazi do vezanja obiljeZenog hormona za preostala slobodna mjesta na antitijelima na
magnetskoj Cestici te mjerenja signala. l-antiftijelo vezano za paramagnetsku cesticu,; 2-hormoni iz uzorka; 3-

obiljezeni hormon.
3.3.6. Anti-TPO

Uzorak, diluent i mikrocestice obloZene s tiroidnom perosidazom (TPO) se inkubiraju. Anti-
TPO iz uzorka vezu se na TPO na mikrocesticama. Slijedi ispiranje. Nakon ispiranja dodaje se
konjugat s anti-humanim IgG antitijelom obiljezenim akrinidijem. Slijedi inkubacija i ispiranje.
Zatim se u reakcijsku smjesu dodaju Pre-Trigger i Trigger otopina. Rezultat kemiluminiscentne
reakcije je otpustanje energije koje se izrazava u relativnim jedinicama svjetlosti (engl. relative
light units; RLUS). RLUs su izravno proporcionalne koncentraciji anti-TPO u uzorku (Slika 7).
Reagens:

e Mikrocestice: MikrocCestice obloZene trioidnom peroksidazom (rekombinantna) u MES

puferu s proteinskim (govedim) stabilizatorom.
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Konjugat: Anti-humana IgG antitijela (misja, monoklonska) obiljezena akridinijem u
MES puferu s proteinskim (govedim) stabilizatorom.

Diluent: MES pufer.

Pre-trigger otopina (1,2 % vodikov peroksid — H>O>)

Trigger otopina (0,35 M natrijev hidroksid — NaOH)

3.3.7. Anti-TG

Uzorak, diluent i mikrocestice oblozene s tireoglobulinom (TG) se inkubiraju. Anti-TG iz

uzorka vezu se na TG na mikroCesticama. Slijedi ispiranje. Nakon ispiranja dodaje se konjugat

s anti-humanim IgG antitijelom obiljezenim akrinidijem. Slijedi inkubacija i ispiranje. Zatim

se u reakcijsku smjesu dodaju Pre-Trigger i Trigger otopina. Rezultat kemiluminiscentne

reakcije je otpuStanje energije koje se izrazava u relativnim jedinicama svjetlosti (engl. relative

light units; RLUs). RLUs su izravno proporcionalne koncentraciji anti-TG u uzorku (Slika 7).

Reagens:

Mikrocestice: Mikrocestice obloZene tireoglobulinom u MES puferu s proteinskim
(kozjim) stabilizatorom.

Konjugat: Anti-humana IgG antitijela (misja, monoklonska) obiljeZena akridinijem u
MES puferu s proteinskim (govedim) stabilizatorom.

Diluent: MES pufer s proteinima (ov¢jim).

Pre-trigger otopina (1,2 % vodikov peroksid — H205)

Trigger otopina (0,35 M natrijev hidroksid — NaOH)
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Slika 7: Shema reakcije odredivanja anti-TPO i anti-TG CMIA metodom. U prvom koraku (a) dolazi do vezanja
antitijela iz uzorka na antigene vezane na paramagnetske Cestice dok u drugom koraku (b) dolazi do vezanja
obiljezenog antitijela za vezano antitijelo (anti-TPO/anti-TG) iz uzorka te mjerenja signala. 1-antitijelo vezano za

paramagnetsku Cesticu; 2-hormoni iz uzorka; 3-obiljezeno antitijelo.
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3.4. Obrada podataka

Mjerenja u svakoj definiranoj vremenskoj tocki odradena su u duplikatu i u daljnjoj se obradi

podataka koristila aritmeticka sredina ta dva mjerenja.

Kako se gubitak stabilnosti definira kao razlika izmedu koncentracije izmjerene u nultoj
vremenskoj tocki i svake druge to¢no definirane vremenske tocke, izracunato je relativno
odstupanje za svaku vremensku tocku u odnosu na nultu vremensku tocku te izrazeno kao
postotak odstupanja (engl. percentage difference; PD) prema jednadzbi 1:

C, —C
PD(%)=tC—0-100%
0

Jednadzba 1: Formula za izracun PD (%), pri ¢emu je Co koncentracija analita (TSH, tTs, fTs, tTa, T4 anti-TPO
i anti-TG) u nultom trenutku, a C; koncentracija analita (TSH, tTs, fTs, tTs, fT4 anti-TPO i anti-TG) u definiranim

vremenskim tockama (preuzeto iz Gdmez-Rioja i sur., 2019).

Iz izracunatih PD/% svih ispitanika u definiranim vremenskim tockama za pojedine testove
izraCunata je jednadzba nestabilnosti i graficki je prikazan pravac nestabilnosti. Jednadzba
nestabilnosti definirana je kao umnozak nagiba pravca i vremena koje je proteklo od
uzorkovanja dok je odsjeak na y-osi nula zato $to u nultom mjerenju ne postoji odstupanje
(Jednadzba 2).

PD% =a-x

Jednadzba 2: Prikaz izraza za jednadZbu nestabilnosti. PD/% - postotak odstupanja (engl. percentage difference);
a —nagib pravca; x — vrijeme proteklo od uzorkovanja (preuzeto iz Cornes i sur., 2020)

Iz izracunatih PD/% svih ispitanika u definiranim vremenskim to¢kama za pojedine testove
izraGunata je aritmeticka sredina tih odstupanja. Srednji postotak odstupanja, PD/%,
predstavlja prosje¢no odstupanje TSH, tTs, fT3, tT4, T4, anti-TPO i anti-TG u definiranim

vremenskim to¢kama.

Maksimalno dopusteno odstupanje tijekom vremena (engl. maximum permissible difference;
MPD/%) je vrijednost izrazena u postotku, a definira najveci dopusteni postotak odstupanja
PD/% za pojedine testove. MPD je izracunat temeljem analitickog koeficijenta varijacije i

intraindividualne bioloske varijacije prema formuli za svaki funkcijski test Stitnjace:
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MPD = /(2,77 - CV,)2 + (0,5 - CV},)?

Jednadzba 3: Formula za izracun MPD; pri cemu je CVa analiticki koeficijent varijacije kontrole kvalitete za
razdoblje u kojem je istraZivanje odradeno, a CVy, je intraindividualna bioloska varijacija za svaki pojedini test
(TSH, tTs, T3, tTa, T4 te anti-TPO i anti-TG). (preuzeto iz Oddoze i sur., 2012)

Vrijednosti za CV, izraCunate su iz podataka unutarnje kontrole kvalitete za vremenski period
istrazivanja (izmedu 3 razine kontrole za svaki test, preuzet je najveci dobiveni CV,) dok su
vrijednosti za CVy preuzete iz dviju baza podataka: Desirable Biological Variation Database
specifications (Westgard QC) i EFLM Biological Variation Database. Vrijednosti CVpza TSH,
tTs, fT3, tT4, fT4preuzete su iz EFLM Biological Variation Database, a vrijednosti za anti-TPO
i anti-TG iz Desirable Biological Variation Database specifications (Westgard QC). U tablici

1 prikazane su vrijednosti za CVa, CVypte izracunate MPD za pojedine analite.

Tablica 1: Prikaz CVa (analiticki koeficijent varijacije), CVy (intraindividualni koeficijent varijacije) i MPD (engl.

maximum permissible difference) za pojedine funkcijske pretrage stitnjace.

. Ana.lit'i'éki 'F‘"aind“"d.“.a"?f"‘ Maximum permissible
Analit pref'l'cuent bioloska varijacija difference (MPD)
varijacije (CVa) (CVDb)

TSH 5,40 % 17,70 % 17,38 %
tT4 3,80 % 6,40 % 11,00 %
tT3 3,60 % 9,40 % 11,02 %
fT4 5,80 % 4,90 % 16,25 %
fT3 4,40 % 5,00 % 12,44 %
Anti-TPO 6,20 % 11,30 % 18,08 %
Anti-TG 4,40 % 8,50 % 12,91 %

Graficki prikazi izradeni su pomoc¢u MedCalc statistickog programa i Microsoft Excel.

Detekcija str$e¢ih vrijednosti odradena je pomocu statistickog programa MedCalc. Izradom
kutijastog dijagrama (engl. Box and whisker plot) izdvojene su strSeée vrijednosti za svaki
pojedini analit. StrSece su vrijednosti uklju¢ene u statisticku obradu kao $to je preporuceno

prema uputama Radne grupe za predanalitiku EFLM-a (Cornes i sur., 2020).
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4, REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Rezultati

Tablica 2: Prikaz izmjerenih koncentracija tireotropina (TSH/mIU/L), izracunatih postotaka odstupanja (engl.
percentage difference; PD/%) i srednjeg postotka odstupanja (PD/%,) u definiranim vremenskim tockama za deset
ispitanika. 0 h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri
sata nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog
mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta
8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati
nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8
°C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcéepljena i 64

sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

TSH, mIU/L Oh | 4h.ST | 8h.ST | 24h TH | 48h_TH | 72h_TH
Mjerenje 1 2494 2520 2564 2574 2,630 2,629
o Mjerenje 2 2480 2556 2,554 2621 2614 2575
Ispitanik L |\ imeticka sredina | 2487 2,538 2,550 2,508 2,622 2,602
PD 21%  29%  44%  54%  46%
Mjerenje 1 2482 2905 3030 2866 3009 2982
o Mjerenje 2 2771 2850 2928 2855 3012 2,909
ISpitanik2 | -\ itmeticka sredina | 2,627 2,878 2,979 2861 3011 2,046
PD 9.6%  134% 89%  146% 121%
Mjerenje 1 5217 5961 6067 6023 6018 6,056
o Mjerenje 2 5882 5970 6101 5981 5920 6,205
Ispitanik 3 |\ imeticka sredina | 5550 5966 6,084 6002 5969 6131
PD 75%  96%  82%  7.6%  105%
Mjerenje 1 1615 1671 1743 1675 1704 1667
o Mjerenje 2 1649 1576 1768 1634 1761 1,746
Ispitanik 4 |\ itmeticka sredina | 1,632 1624 175 1655 1733 1707
PD 05%  76%  14%  62%  46%
Mjerenje 1 1237 1244 1299 1328 1300 1191
o Mjerenje 2 1243 1208 1333 1290 1,300 1,287
ISpitanikS |\ iimeticka sredina | 1,240 1271 1316 1309 1300 1239
PD 25%  61%  56%  48%  -01%
Mjerenje 1 15987 16,164 14934 16892 17,032 16,360
o Mijerenje 2 15600 15782 17,117 16,668 17,595 16,628
Ispitanik 6 |\ ineticka sredina | 15794 15073 16,026 16780 17314 16494
PD 11%  15%  62%  96%  44%
Mjerenje 1 3126 3208 3179 3166 3279 3137
o Mijerenje 2 3150 3082 3161 3240 3179 3132
Ispitanik 7|\ imeticka sredina | 3138 3145 3170 32038 3229 3135
PD 02%  10%  21%  27%  -01%
Ispitanik 8 Mjerenje 1 1648 1689 1646 1656 1710 1723
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Mjerenje 2 1,642 1720 1,629 1673 1701 1677

Aritmeticka sredina 1,645 1,705 1,638 1,665 1,706 1,700

PD 36%  05% 12%  37%  33%

Mjerenje 1 0330 0345 0334 0352 0348 0344

o Mjerenje 2 0327 0340 0345 0357 0349 0,343

Ispitanik 8 |\ imeticka sredina | 0329 0,343 0340 0355 0349 0,344

PD 43%  33%  79%  61%  46%

Mjerenje 1 0967 0977 0995 0997 1013 0972

o Mjerenje 2 0090 0973 1018 0938 1,017 0947
Ispitanik 10 . . .

Aritmeticka sredina | 0,979 0,975 1,007 0968 1,015 0,960

PD 04%  29%  -11%  37%  -19%

Srednji postotak odstupanja, PD/% 3,0% 4,8% 4,5% 6,4 % 4,2 %

Tablica 3: Prikaz izmjerenih koncentracija ukupnog tiroksina (tTs/nmol/L), izracunatih postotaka odstupanja

(engl. percentage difference; PD/%) i srednjeg postotka odstupanja (PD/%) u definiranim vremenskim tockama

za deset ispitanika. O h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja),; 4 h_ST-mjerenje

Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta odcéepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon

nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja

(epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje

48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku

(2 —8°C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena

i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

tT4, nmol/L Oh 4h ST | 8h ST | 24h TH | 48h TH | 72h_TH

Mijerenje 1 72,00 71,33 74,81 71,28 76,04 82,46

L Mijerenje 2 71,71 69,18 74,74 71,25 75,75 79,55
Ispitanik 1 . . .

Aritmeticka sredina 71,86 70,26 74,78 71,27 75,90 81,01

PD 22% 4,1 % -0,8% 5,6 % 12,7 %

Mijerenje 1 109,47 109,34 11356 111,74 113,30 117,11

. Mijerenje 2 112,33 100,67 112,50 110,23 110,76 115,95
Ispitanik 2 . . .

Aritmeticka sredina | 110,90 105,01 113,03 110,99 112,03 116,53

PD -5,3% 1,9% 0,1% 1,0 % 51%

Mijerenje 1 102,97 102,44 104,78 103,77 110,59 106,56

L Mijerenje 2 101,62 102,60 104,76 104,43 107,95 107,68
Ispitanik 3 . . .

Aritmeticka sredina | 102,30 102,52 104,77 104,10 109,27 107,12

PD 0,2% 2,4% 1,8% 6,8 % 4,7 %

Mijerenje 1 83,79 80,53 84,08 81,16 83,96 84,52

Ispitanik 4 Mijerenje 2 82,79 80,36 85,67 81,03 83,67 81,10

P Aritmeticka sredina | 83,29 80,45 84,88 81,10 83,82 82,81

PD -34% 1,9% -2,6% 0,6 % -0,6 %

ispitanik 5 Mijerenje 1 105,58 101,24 104,90 108,61 105,92 108,16

Mijerenje 2 101,96 102,09 10506 109,29 108,00 111,32
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Aritmeticka sredina | 103,77 101,67 104,98 108,95 106,96 109,74
PD -2,0% 1,2 % 5,0 % 31% 5,8 %
Mierenje 1 88,66 92,61 100,33 89,20 91,73 90,60
. Mjerenje 2 86,86 91,03 99,19 91,81 89,88 91,33
Ispitanik 6 . . .
Aritmeticka sredina | 87,76 91,82 99,76 90,51 90,81 90,97
PD 46%  137%  31% 3,5 % 37%
Mijerenje 1 112,91 96,47 95,65 98,07 93,58 95,53
ispitanik 7 . Mjérenje 2 | 102,87 100,32 102,15 93,29 96,62 97,11
Aritmeticka sredina | 107,89 98,40 98,90 95,68 95,10 96,32
PD 88%  -83% -113% -11,9% -10,7%
Mijerenje 1 135,15 137,34 14321 14345 13189 14375
Ispitanik 8 Mjerenje 2 140,50 140,05 139,17 14538 142,37 144,03
Aritmeticka sredina | 137,83 138,70 141,19 144,42 137,13 143,89
PD 0,6 % 2,4 % 4,8% -0,5 % 4,4 %
Mijerenje 1 127,50 135,60 138,58 142,08 13829 139,61
Ispitanik 9 . Mjffrenje 2 . 133,02 134,31 140,17 136,73 140,32 136,71
Aritmeticka sredina | 130,26 134,96 139,38 139,41 139,31 138,16
PD 3,6 % 7,0 % 7,0 % 6,9 % 6,1 %
Mijerenje 1 113,64 118,91 11839 120,50 116,65 119,46
o Mjerenje 2 114,05 116,50 117,06 117,86 119,76 122,00
Ispitanik 10 . . .
Aritmeti¢ka sredina | 113,85 117,71 117,73 119,18 118,21 120,73
PD 3,4 % 3,4 % 47 % 3,8% 6,0 %
Srednji postotak odstupanja, PD/% -0,9% 3,0% 12% 1,9% 37%

Tablica 4: Prikaz izmjerenih koncentracija ukupnog trijodtironina (tTs/nmol/L), izracunatih postotaka odstupanja

(engl. percentage difference; PD/%) i srednjeg postotka odstupanja (PD/%) u definiranim vremenskim tockama

za deset ispitanika. O h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja),; 4 h_ST-mjerenje

Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta odcéepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon

nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja

(epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje

48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku

(2 —8°C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena

i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

tTs, nmol/L Oh 4h_ST | 8h_ ST | 24h_TH | 48h_TH | 72h_TH

Mijerenje 1 1,40 1,40 1,46 1,46 1,48 1,43

o Mijerenje 2 1,39 1,37 1,47 1,43 1,41 1,46
Ispitanik 1 . . .

Aritmeticka sredina 1,40 1,39 1,47 1,45 1,45 1,45

PD -0,7 % 5,0 % 3,6% 3,6% 3,6%

Mijerenje 1 1,42 1,46 1,49 1,53 1,51 1,49

Ispitanik 2 Mijerenje 2 1,43 1,48 1,43 1,49 1,49 1,54

Aritmeticka sredina 1,43 1,47 1,46 1,51 1,50 1,52
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PD 3,2% 2,5 % 6,0 % 5,3 % 6,3 %
Mjerenje 1 1,66 1,68 1,63 1,70 1,69 1,63
. Mijerenje 2 1,59 1,68 1,65 1,65 1,67 1,68
Ispitanik 3 . . .
Aritmeticka sredina 1,63 1,68 1,64 1,68 1,68 1,66
PD 3,4% 0,9% 3,1% 3,4% 1,8 %
Mijerenje 1 1,32 1,33 1,34 1,33 1,35 1,37
. Mjerenje 2 1,30 1,25 1,38 1,32 1,33 1,36
Ispitanik 4 . . .
Aritmeticka sredina 1,31 1,29 1,36 1,33 1,34 1,37
PD -1,5% 3,8% 1,1% 2,3% 4,2 %
Mijerenje 1 1,83 1,87 1,84 2,02 1,66 1,74
.. Mjerenje 2 1,80 1,84 1,83 2,03 1,72 1,69
Ispitanik 5 . . .
Aritmeticka sredina 1,82 1,86 1,84 2,03 1,69 1,72
PD 2,2% 1,1% 11,6 % -6,9 % -5,5%
Mijerenje 1 2,28 2,27 2,28 2,45 2,06 2,11
. Mijerenje 2 2,20 2,27 2,35 2,47 2,05 2,03
Ispitanik 6 . . .
Aritmeticka sredina 2,24 2,27 2,32 2,46 2,06 2,07
PD 1,3% 3,3% 9,8 % -8,3% -7,6 %
Mijerenje 1 4,93 4,96 4,82 5,06 5,18 5,71
. Mijerenje 2 5,20 5,12 5,01 4,80 5,31 5,69
Ispitanik 7 . . .
Aritmeticka sredina 5,07 5,04 4,92 4,93 5,25 5,70
PD -0,5% -3,0% -2,7% 3,6 % 125%
Mijerenje 1 2,40 2,43 2,54 2,50 2,70 2,65
. Mijerenje 2 2,42 2,42 2,46 2,62 2,61 2,61
Ispitanik 8 . . .
Aritmeticka sredina 2,41 2,43 2,50 2,56 2,66 2,63
PD 0,6 % 3,7% 6,2 % 10,2 % 9,1%
Mijerenje 1 1,61 1,57 1,61 1,63 1,69 1,65
. Mijerenje 2 1,59 1,62 1,58 1,65 1,69 1,69
Ispitanik 9 . . .
Aritmeticka sredina 1,60 1,60 1,60 1,64 1,69 1,67
PD -0,3% -0,3% 2,5% 5,6 % 4,4 %
Mijerenje 1 1,62 1,56 1,60 1,63 1,62 1,66
L Mijerenje 2 1,56 1,58 1,56 1,64 1,65 1,64
Ispitanik 10 . o .
Aritmeti¢ka sredina 1,59 1,57 1,58 1,64 1,64 1,65
PD -1,3% -0,6 % 2,8 % 2,8% 3,8%
Srednji postotak odstupanja, PD/% 0,6 % 1,6 % 4,4 % 2,2% 33%

Tablica 5: Prikaz izmjerenih koncentracija slobodnog tiroksina (fTa/pmol/L), izracunatih postotaka odstupanja
(engl. percentage difference; PD/%) i srednjeg postotka odstupanja (PD/%) u definiranim vremenskim tockama
za deset ispitanika. 0 h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje
Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon
nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja
(epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje

48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku
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(2 —8°C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena

i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

fT4, pmol/L 0h 4h ST | 8h ST | 24h TH | 48h. TH | 72h_TH
Mijerenje 1 15,00 14,07 14,60 13,92 14,45 13,47
L Mijerenje 2 15,05 15,09 14,20 14,00 14,59 13,74
Ispitanik 1 . - .
Aritmeti¢ka sredina 15,03 14,58 14,40 13,96 14,52 13,61
PD -3,0 % -4,2 % 71% -3,4 % -9,5 %
Mijerenje 1 20,75 21,23 21,20 21,44 21,05 23,38
L Mijerenje 2 21,12 21,81 21,31 22,07 22.45 22,75
Ispitanik 2 . . .
Aritmeti¢ka sredina | 20,94 21,52 21,26 21,76 21,75 23,07
PD 2,8% 1,5 % 3,9% 3,9% 10,2 %
Mijerenje 1 8,55 8,88 8,45 9,55 9,16 8,62
L Mijerenje 2 8,72 8,65 9,00 8,88 8,98 8,68
Ispitanik 3 . . .
Aritmeti¢ka sredina 8,64 8,77 8,73 9,22 9,07 8,65
PD 1,5 % 1,0 % 6,7 % 5,0 % 0,2 %
Mijerenje 1 11,77 12,55 12,30 12,07 12,80 11,71
lspitanik 4 Mijerenje 2 12,00 12,29 12,73 11,87 13,04 11,01
P Aritmeticka sredina 11,89 12,42 12,52 11,97 12,92 11,81
PD 45% 5,3 % 0,7% 8,7% -0,6 %
Mijerenje 1 13,74 14,17 13,84 14,19 14,76 13,44
L Mijerenje 2 13,95 13,90 14,01 14,19 14,92 13,72
Ispitanik 5 . . .
Aritmeticka sredina | 13,85 14,04 13,93 14,19 14,84 13,58
PD 1,4 % 0,6 % 25% 7.2% -1,9%
Mijerenje 1 11,72 11,80 11,51 11,88 12,27 11,76
L Mijerenje 2 11,42 11,67 11,65 12,16 12,13 11,71
Ispitanik 6 . . .
Aritmeticka sredina 11,57 11,74 11,58 12,02 12,20 11,74
PD 1,4 % 0,1% 3,9% 5,4 % 1,4 %
Mijerenje 1 14,27 14,04 13,38 13,97 14,19 13,29
L Mijerenje 2 14,23 14,55 13,56 13,60 14,07 13,54
Ispitanik 7 . . .
Aritmeticka sredina 14,25 14,30 13,47 13,79 14,13 13,42
PD 0,3% -5,5 % -3,3% -0,8% -5,9 %
Mijerenje 1 12,19 12,59 12,61 12,07 12,80 12,32
. Mijerenje 2 12,27 12,53 12,44 12,02 12,97 12,15
Ispitanik 8 . . .
Aritmeticka sredina 12,23 12,56 12,53 12,05 12,89 12,24
PD 27% 2,4% -1,5 % 5,4 % 0,0 %
Mijerenje 1 8,24 7,98 7,58 9,03 9,02 7,94
L Mijerenje 2 7,84 8,20 8,20 9,85 8,46 7,73
Ispitanik 9 . . .
Aritmeticka sredina 8,04 8,09 7,89 9,44 8,74 7,84
PD 0,6 % -1,9 % 17,4 % 8,7% -25%
Mijerenje 1 19,77 20,54 20,91 21,08 19,76 20,89
o Mijerenje 2 20,70 19,96 20,11 20,66 20,60 22,36
Ispitanik 10 . . .
Aritmeticka sredina 20,24 20,25 20,51 20,87 20,18 21,63
PD 0,1% 1,4 % 31% -0,3% 6,9 %
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Srednji postotak odstupanja, PD/% 1.2% 0,1% 2,6 % 40%  -02%

Tablica 6: Prikaz izmjerenih koncentracija slobodnog trijodtironina (fTs/pmol/L), izracunatih postotaka
odstupanja (engl. percentage difference; PD/%) i srednjeg postotka odstupanja (PD/%) u definiranim vremenskim
toc¢kama za deset ispitanika. 0 h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-
mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam
sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog
mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH-
mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 40 sati zacepljena u
hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi

odcepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

T3, pmol/L Oh 4h_ ST 8h ST | 24h TH | 48h_ TH | 72h_TH

Mijerenje 1 4,70 4,61 4,35 4,88 4,74 4,80

o Mijerenje 2 4,77 4,70 4,38 4,66 4,78 4,71
Ispitanik 1 . . .

Aritmeti¢ka sredina 474 4,66 4,37 477 4,76 4,76

PD -1,7% -7,8% 0,7% 0,5% 0,4 %

Mijerenje 1 4,05 4,22 4,21 4,29 4,39 4,29

o Mijerenje 2 4,14 4,09 4,30 4,21 4,40 4,24
Ispitanik 2 . . .

Aritmeticka sredina 4,10 4,16 4,26 4,25 4,40 4,27

PD 1,5% 3,9% 3,8 % 7,3% 4,2 %

Mijerenje 1 4,85 5,10 521 5,05 5,30 5,31

o Mijerenje 2 5,04 5,07 5,16 5,20 5,42 5,17
Ispitanik 3 . . .

Aritmeticka sredina 4,95 5,09 5,19 5,13 5,36 5,24

PD 2,8 % 49% 3,6 % 8,4 % 6,0 %

Mijerenje 1 4,05 417 417 4,13 4,19 4,33

o Mijerenje 2 412 4,07 417 4,01 4,12 4,27
Ispitanik 4 . . .

Aritmeticka sredina 4,09 4,12 417 4,07 4,16 4,30

PD 0,9% 2,1% -0,4 % 1,7% 53%

Mijerenje 1 4,54 4,53 4,29 4,53 4,55 4,76

o Mijerenje 2 451 4,35 4,50 4,43 4,71 4,62
Ispitanik 5 . . .

Aritmeticka sredina 453 4,44 4,40 4,48 4,63 4,69

PD -1,9% -29% -1,0% 2,3% 3,6 %

Mijerenje 1 4,52 4,69 451 4,60 4,69 4,71

o Mijerenje 2 4,56 4,75 4,68 4,57 4,90 4,72
Ispitanik 6 . . .

Aritmeti¢ka sredina 454 4,72 4,60 4,59 4,80 472

PD 4,0% 1,2 % 1,0% 5,6 % 3,9%

Mijerenje 1 5,04 4,87 5,07 5,15 5,29 5,26

o Mijerenje 2 4,89 5,14 5,18 5,28 4,98 5,43
Ispitanik 7 . . .

Aritmeticka sredina 4,97 5,01 5,13 5,22 5,14 5,35

PD 0,8 % 3,2% 50% 3,4% 7,7%

Ispitanik 8 Mijerenje 1 6,27 6,30 6,40 6,49 6,01 6,45
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Mijerenje 2 6,26 6,27 6,34 6,34 5,89 6,45
Aritmeticka sredina 6,27 6,29 6,37 6,42 5,95 6,45
PD 0,3% 1,7% 2,4% -5,0% 3,0%
Mijerenje 1 5,70 5,15 5,44 5,35 5,86 5,81
o Mijerenje 2 6,21 5,04 5,24 5,47 5,33 5,79
Ispitanik 9 . . .
Aritmeticka sredina 5,96 5,10 5,34 5,41 5,60 5,80
PD -144%  -10,3% -9.2% -6,0 % -2,6 %
Mijerenje 1 5,07 5,12 5,24 5,25 5,54 5,60
Ispitanik 10 Mijerenje 2 5,20 5,03 5,11 5,34 5,34 5,61
Aritmetic¢ka sredina 5,14 5,08 5,18 5,30 5,44 5,61
PD -1,2% 0,8 % 3,1% 5,9 % 9,2%
Srednji postotak odstupanja, PD/% -0,9% -0,3% 0,9% 2,4% 4,0 %

Tablica 7: Prikaz izmjerenih koncentracija antitijela na tiroidnu peroksidazu (anti-TPO/IUI/L), izracunatih

postotaka odstupanja (engl. percentage difference; PD/%) i srednjeg postotka odstupanja (PD/%) u definiranim

vremenskim tockama za deset ispitanika. 0 h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od

uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 8

h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje

24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku

(2 —8°C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena

i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na

sobnoj temperaturi odéepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

Anti-TPO, 1U/L Oh | 4h.ST | 8h.ST | 24h TH | 48h_TH | 72h_TH
Mjerenje 1 12910 14401 14628 14574 14786 14647
o Mjerenje 2 139,40 146,94 141,08 14241 14823 146,75
Ispitanik L |\ itmeticka sredina | 134,30 14548 14413 14408 148,05 146,61
PD 83%  73%  73%  102%  92%
Mjerenje 1 33166 331,20 33155 327,37 32433 340,99
o Mjerenje 2 32418 324,80 34837 32692 32026 332,54
Ispitanik 2 | -\ iimeticka sredina | 327,92 32800  339.96 32715 32230 33677
PD 00%  37%  -02% -17%  27%
Mjerenje 1 475 495 5,25 4,83 5,36 5,10
o Mijerenje 2 4,81 4,91 4,86 5,40 4,89 5,16
Ispitanik 3 . . .
Aritmeti¢ka sredina 4,78 4,93 5,06 5,12 5,13 5,13
PD 31%  58%  70%  12%  7.3%
Mjerenje 1 25174 258,07 25237 261,57 250,83  258.37
o Mijerenje 2 25466 260,77 26318 260,34 25213 262,17
Ispitanik 4 | - imeticka sredina | 25320 259,87  257.78 260,96 25148 260,27
PD 26%  18%  31%  07%  28%
spitaniks Mjerenje 1 49361 53768 52257 52609 52618 52363
Mierenje 2 54719 54754 50926 552,18 50599 53598
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Aritmeticka sredina 520,40 542,61 515,92 539,14 516,09 529,81

PD 43%  -09%  36%  -08%  18%

Mjerenje 1 606,84 60556 571,66 61510 676,63 58433

o Mjerenje 2 58533 60160 617,63 61354 66168 618,28
Ispitanik 6 | -\ - imeticka sredina | 596,09 603,58 594,65 61432 669,16 601,31
PD 13%  -02% 31%  123%  09%

Mjerenje 1 8873 8962 9052 8791 8938 8879

o Mjerenje 2 91,01 9367 9541 90,52 9211 90,49
Ispitanik 7|\ imeticka sredina | 89.87 91,65 9297 8922 9075 89,64
PD 20%  34%  -07%  10%  -03%

Mjerenje 1 6165 6529 6353 61,32 6249  6L16

o Mjerenje 2 6296 6360 6520 6273 638 62,06
Ispitanik 8 |\ itmeticka sredina | 6231 6445 6437 6203 6316 6161
PD 34%  33% -04% 14%  -11%

Mjerenje 1 4820 5214 5261 5297 5001 5171

o Mjerenje 2 5045 5574 51,89 5202 5125 4973
ISpitanik 9 |\ itmeticka sredina | 4933 5394 5225 5250 5063  50.72
PD 94%  59%  64%  26%  28%

Mjerenje 1 1489 1524 1557 1457 1557 14,04

spitanik 10 Mjerenje 2 1500 1575 1463 1483 1465 1476
Aritmeticka sredina 14,95 15,50 15,10 14,70 15,11 14,85

PD 37%  10%  -16% 11%  -06%

Srednji postotak odstupanja, PD/% 3,8% 31% 2,7% 3,3% 2,5%

Tablica 8: Prikaz izmjerenih koncentracija antitijela na tireoglobulin (anti-TG/IUI/L), izracunatih postotaka

odstupanja (engl. percentage difference; PD/%) i srednjeg postotka odstupanja (PD/%) u definiranim vremenskim

tockama za deset ispitanika. 0 h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-

mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta odcéepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam

sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcéepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog

mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH-

mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 40 sati zacepljena u

hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi

odcepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

Anti-TG, IU/L Oh | 4h.ST | 8h.ST | 24h TH | 48h_TH | 72h_TH
Mjerenje 1 4580 4397 4764 4272 4443 4346
o Mijerenje 2 4349 4285 4649 4547 4695 43,60
Ispitanik L |\ itmeticka sredina | 44.65 4341 47,07 4410 4569 43,53
PD 28% 54%  -12%  23%  -25%
Mjerenje 1 3562 3760 3552 37,88 3812 39,49
Ispitanik 2 Mierenje 2 3548 3943 3872 3907 3919 37,77
Aritmeticka sredina | 3555 ~ 3852 37,12 3848 3866 38,63
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PD 83%  44%  82%  87%  87%
Mjerenje 1 9787 9723 9477 9691 100,06 102,03
o Mjerenje 2 9971 9841 9864 9678 9835 101,66
Ispitanik 3 |\ imeticka sredina | 9879 9782 9671 9685 9921 101,85
PD 10%  21%  20% 04%  31%
Mjerenje 1 2892 29,73 2998 2910 2920  28.25
o Mjerenje 2 2779 3039 3044 2853 2887 2978
Ispitanik 4 |\ imeticka sredina | 28,36 3006 3021 2882 2904 2902
PD 60%  65%  16%  24%  23%
Mjerenje 1 5,79 5,61 6,15 5,70 5,68 5,62
o Mjerenje 2 5,15 5,54 5,79 5,88 5,51 5,63
Ispitanik 5 . . .
Aritmeticka sredina | 5,47 5,58 5,97 5,79 5,60 5,63
PD 19%  91%  59%  23%  28%
Mjerenje 1 106,15 202,61 20322 20684 19744 200,80
o Mjerenje 2 189,33 196,08 18922 19449 19641 203,85
Ispitanik 6 | -\ e imeticka sredina | 19274 199,35 19622 200,67 19693 202,33
PD 34%  18%  41%  22%  50%
Mjerenje 1 62647 64563 69533 66866 61435 668,99
o Mjerenje 2 67752 75195 679,82 67749 669,18 676,76
Ispitanik 7|\ imeticka sredina | 652,00 698,79 687,58 67308 641,77 672,88
PD 72%  55%  32%  -16%  32%
Mjerenje 1 3742 3833 3886 3894 3581 3784
o Mjerenje 2 3784 3896 39,27 3794 3775 3698
Ispitanik 8 |\ - imeticka sredina | 37,63 3865 3907 3844 3678 3741
PD 27%  38%  22%  -23%  -06%
Mjerenje 1 6498 6393 6841 6569 6505 66,00
o Mjerenje 2 6430 6823 6265 6742 6789 66,50
Ispitanik 8 | -\ imeticka sredina | 64,64 66,08 6553 6656 6647 6625
PD 22%  14%  30%  28%  25%
Mjerenje 1 34060 35698 37801 341,82 346,61 347,78
spitanik 10 Mjerenje 2 37828 37317 36534 341,72 35950 359,22
Aritmeticka sredina 359,44 365,08 371,68 341,77 353,06 353,50
PD 16%  34%  -49% -18%  -17%
Srednji postotak odstupanja, PD/% 3,0% 39% 2,0% 1,6 % 2,3%

U tablicama su prikazane izmjerene koncentracije pojedinih funkcijskih testova stitnjace, TSH,
tTs, fT3, tTs, T4, anti-TPO i anti-TG, izraunate srednje vrijednosti pojedinih mjerenja i
izraunati postoci odstupanja (PD/%) u definiranim vremenskim tockama u odnosu na nultu
vremensku to¢ku i srednji postotak odstupanja (PD/%) dobiven ra¢unanjem aritmetic¢ke sredine

PD/% ispitanika u definiranim vremenskim tockama (Tablice 2 — 8).
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Slika 8: Prikaz postotka odstupanja (engl. percentage difference; PD/%) u definiranim vremenskim tockama kod
deset ispitanika te pravca i jednadibe nestabilnosti za tireotropin (TSH). MPD — izracunato maksimalno
dopusteno odstupanje (engl. maksimum permissible difference) (plave isprekidane linije); 0 h - mjerenje u nultom
trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta
odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na
sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi
odcepljenai 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta
8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata
nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8

°C)).

Na slici 8 prikazani su postoci odstupanja PD/% za TSH u definiranim vremenskim to¢kama u
odnosu na mjerenje u nultoj vremenskoj toc¢ki kod 10 ispitanika uz izraunatu jednadzbu
nestabilnosti. Pravac nestabilnosti, definiran jednadzbom nestabilnosti, niti u jednoj

vremenskoj to¢ki ne sje¢e maksimalno dopusteno odstupanje koje iznosi £17,38 %.
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Slika 9: Prikaz srednjeg postotka odstupanja (PD/%) za tireotropin (TSH) u definiranim vremenskim tockama (0
h, 4 h_ ST, 8 h ST, 24 h_TH, 48 h_TH, 7 2h_TH) uz 95 %-tni interval pouzdanosti Plava isprekidana linija
oznacava maksimalno dopusteno odstupanje (engl. maximum permissible difference; MPD/%) temeljeno na
bioloskoj varijabilnosti i koeficijentu varijacije. 0 h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od
uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 8
h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje
24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku
(2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena
i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na

sobnoj temperaturi odéepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

Na slici 9 prikazano je kretanje srednjeg PD za TSH u definiranim vremenskim tockama za
deset ispitanika. Uzorak je tijekom prvih osam sati stajao od¢epljen na sobnoj temperaturi dok
je preostalo vrijeme do 72 sata stajao zacepljen u hladnjaku (2 — 8 °C). Najmanje srednje
odstupanje opaZeno je u vremenskoj toc¢ki 4 h_ST i iznosi 3,0 % dok je najvece srednje
odstupanje dosegnuto u vremenskoj tocki 48 h_TH i iznosi 6,4 %. Srednji postotak odstupanja
PD za pretragu TSH u svim definiranim vremenskim to¢kama ne prelazi izra¢unati MPD
(£17,38 %).
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Slika 10: Prikaz postotka odstupanja (engl. percentage difference; PD/%) u definiranim vremenskim tockama kod
deset ispitanika te pravca i jednadibe nestabilnosti za ukupni tiroksin (tTs). MPD — izracunato maksimalno
dopusteno odstupanje (engl. maksimum permissible difference) (plave isprekidane linije); 0 h - mjerenje u nultom
trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta
odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na
sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi
odcepljenai 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta
8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata
nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8

°C)).

Na slici 10 prikazani su postoci odstupanja PD % za tT4 u definiranim vremenskim to¢kama u
odnosu na mjerenje u nultoj vremenskoj tocki kod 10 ispitanika uz izraCunatu jednadzbu
nestabilnosti. Pravac nestabilnosti, definiran jednadZbom nestabilnosti, niti u jednoj

vremenskoj tocki ne sje¢e maksimalno dopusteno odstupanje koje iznosi +11,00 %.
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Slika 11: Prikaz srednjeg postotka odstupanja (PD/%) za ukupni tiroksin (tT4) u definiranim vremenskim tockama
(Oh,4h_ST,8h_ST,24 h TH, 48 h_TH, 72 h_TH) uz 95 %-tni interval pouzdanosti Plava isprekidana linija
oznacava maksimalno dopusteno odstupanje (engl. maximum permissible difference; MPD/%) temeljeno na
bioloskoj varijabilnosti i koeficijentu varijacije. 0 h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od
uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 8
h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje
24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku
(2 —8°C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena
i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na

sobnoj temperaturi odéepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

Na slici 11 prikazano je kretanje srednjeg PD za tT4 u definiranim vremenskim tockama za
deset ispitanika. Uzorak je tijekom prvih osam sati stajao od¢epljen na sobnoj temperaturi dok
je preostalo vrijeme do 72 sata stajao zacepljen u hladnjaku (2 — 8 °C). Najmanje srednje
odstupanje opazeno je u vremenskoj tocki 4 h_ST i iznosi -0,9 % dok je najvece srednje
odstupanje dosegnuto u vremenskoj to¢ki 72 h_TH i iznosi 3,7 %. Srednji postotak odstupanja
PD za pretragu tT4 u svim definiranim vremenskim to¢kama ne prelazi izraSunati MPD (£11,00

%).
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Slika 12: Prikaz postotka odstupanja (engl. percentage difference; PD/%) u definiranim vremenskim tockama kod
deset ispitanika te pravca i jednadzbe nestabilnosti za ukupni trijodtironin (tTs). MPD — izracunato maksimalno
dopusteno odstupanje (engl. maksimum permissible difference) (plave isprekidane linije); 0 h - mjerenje u nultom
trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta
odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na
sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi
odcepljenai 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta
8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata
nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8

°C)).

Na slici 12 prikazani su postoci odstupanja PD % za tT3 u definiranim vremenskim to¢kama u
odnosu na mjerenje u nultoj vremenskoj toc¢ki kod 10 ispitanika uz izraunatu jednadzbu
nestabilnosti. Pravac nestabilnosti, definiran jednadzbom nestabilnosti, niti u jednoj

vremenskoj tocki ne sje¢e maksimalno dopusteno odstupanje koje iznosi +11,02 %.
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Slika 13: Prikaz srednjeg postotka odstupanja (PD/%) za ukupni trijodtironin (tTs) u definiranim vremenskim
to¢kama (0 h, 4 h_ST, 8h _ST,24 h _TH, 48 h_TH, 72 h_TH) uz 95 %-tni interval pouzdanosti Plava isprekidana
linija oznacava maksimalno dopusteno odstupanje (engl. maximum permissible difference; MPD/%) temeljeno na
bioloskoj varijabilnosti i koeficijentu varijacije. 0 h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od
uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 8
h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje
24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku
(2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena
i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na

sobnoj temperaturi odéepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

Na slici 13 prikazano je kretanje srednjeg PD/% za tT3u definiranim vremenskim to¢kama za
deset ispitanika. Uzorak je tijekom prvih osam sati stajao od¢epljen na sobnoj temperaturi dok
je preostalo vrijeme do 72 sata stajao zacepljen u hladnjaku (2 — 8 °C). Najmanje srednje
odstupanje opazeno je u vremenskoj tocki 4 h_ST i iznosi 0,6 % dok je najvece srednje
odstupanje dosegnuto u vremenskoj tocki 24 h_TH i iznosi 4,4 %. Srednji postotak odstupanja
PD za pretragu tT3 u svim definiranim vremenskim to¢kama ne prelazi izra¢unati MPD (£11,02
%).
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Slika 14: Prikaz postotka odstupanja (engl. percentage difference; PD/%) u definiranim vremenskim tockama kod
deset ispitanika te pravca i jednadzbe nestabilnosti za slobodni tiroksin (fTs). MPD — izracunato maksimalno
dopusteno odstupanje (engl. maksimum permissible difference) (plave isprekidane linije); 0 h - mjerenje u nultom
trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta
odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na
sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi
odcepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta
8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata
nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8
°C)).

Na slici 14 prikazani su postoci odstupanja PD % za fT4 u definiranim vremenskim to¢kama u
odnosu na mjerenje u nultoj vremenskoj tocki kod 10 ispitanika uz izracunatu jednadzbu
nestabilnosti. Pravac nestabilnosti, definiran jednadZbom nestabilnosti, niti u jednoj

vremenskoj tocki ne sje¢e maksimalno dopusteno odstupanje koje iznosi 16,25 %.
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Slika 15: Prikaz srednjeg postotka odstupanja (PD/%) za slobodni (fTs) u definiranim vremenskim tockama (0 h,
4h_ST,8h_ST,24h _TH, 48 h_TH, 72 h_TH) uz 95 %-tni interval pouzdanosti Plava isprekidana linija oznacava
maksimalno dopusteno odstupanje (engl. maximum permissible difference; MPD/%) temeljeno na bioloskoj
varijabilnosti i koeficijentu varijacije. 0 h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od
uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 8
h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje
24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku
(2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena
i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na

sobnoj temperaturi odéepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

Na slici 15 prikazano je kretanje srednjeg PD za fT4 u definiranim vremenskim tockama za
deset ispitanika. Uzorak je tijekom prvih osam sati stajao od¢epljen na sobnoj temperaturi dok
je preostalo vrijeme do 72 sata stajao zacepljen u hladnjaku (2 — 8 °C). Najmanje srednje
odstupanje opaZeno je u vremenskoj tocki 8 h_ST i iznosi 0,1 % dok je najvece srednje
odstupanje dosegnuto u vremenskoj tocki 48 h_TH i iznosi 4,0 %. Srednji postotak odstupanja
PD za pretragu fT4 u svim definiranim vremenskim tockama ne prelazi izra¢unati MPD (£16,25
%).
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Slika 16: Prikaz postotka odstupanja (engl. percentage difference; PD/%) u definiranim vremenskim tockama kod
deset ispitanika te pravca i jednadzbe nestabilnosti za slobodni trijodtironin (fTs). MPD — izracunato maksimalno
dopusteno odstupanje (engl. maksimum permissible difference) (plave isprekidane linije); 0 h - mjerenje u nultom
trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta
odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na
sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi
odcepljenai 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta
8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata
nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8
°C)).

Na slici 16 prikazani su postoci odstupanja PD % za fT3 u definiranim vremenskim to¢kama u
odnosu na mjerenje u nultoj vremenskoj tocki kod 10 ispitanika uz izraCunatu jednadzbu
nestabilnosti. Pravac nestabilnosti, definiran jednadZbom nestabilnosti, niti u jednoj

vremenskoj tocki ne sje¢e maksimalno dopusteno odstupanje koje iznosi +12,44 %.

39



16

MPD = 12,44%

| """""""“"2 """"""""""""

PD/%
=

MPD =-12,44%

P o S Lo

|
Oh 4h st 8h st 24h 48h 1 72h_m
Vrijeme t'h

Slika 17: Prikaz srednjeg postotka odstupanja (PD/%) za slobodni trijodtironin (fTs) u definiranim vremenskim
tockama (0 h, 4 h_ST,8h _ST,24h _TH, 48 h_TH, 72 h_TH) uz 95 %-tni interval pouzdanosti Plava isprekidana
linija oznacava maksimalno dopusteno odstupanje (engl. maximum permissible difference; MPD/%) temeljeno na
bioloskoj varijabilnosti i koeficijentu varijacije. 0 h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od
uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 8
h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje
24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku
(2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena
i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na

sobnoj temperaturi odéepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

Na slici 17 prikazano je kretanje srednjeg PD za fT3 u definiranim vremenskim tockama za
deset ispitanika. Uzorak je tijekom prvih osam sati stajao od¢epljen na sobnoj temperaturi dok
je preostalo vrijeme do 72 sata stajao zacepljen u hladnjaku (2 — 8 °C). Najmanje srednje
odstupanje opazeno je u vremenskoj tocki 8 h_ST i iznosi -0,3 % dok je najvece srednje
odstupanje dosegnuto u vremenskoj to¢ki 72 h_TH i iznosi 4,0 %. Srednji postotak odstupanja
PD za pretragu fTs u svim definiranim vremenskim tockama ne prelazi izra¢unati MPD (£12,44
%).
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Slika 18: Prikaz postotka odstupanja (engl. percentage difference; PD/%) u definiranim vremenskim tockama kod
deset ispitanika te pravca i jednadzbe nestabilnosti za antitijela na tiroidnu peroksidazu (anti-TPO). MPD —
izracunato maksimalno dopusteno odstupanje (engl. maksimum permissible difference) (plave isprekidane linije);
0 h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon
nultog mjerenja - epruveta odcéepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja
- epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati
na sobnoj temperaturi odcepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon
nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C));
72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepliena i 64 sata
zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

Na slici 18 prikazani su postoci odstupanja PD % za anti-TPO u definiranim vremenskim
tockama u odnosu na mjerenje u nultoj vremenskoj to¢ki kod 10 ispitanika uz izra¢unatu
jednadzbu nestabilnosti. Pravac nestabilnosti, definiran jednadzbom nestabilnosti, niti u jednoj

vremenskoj tocki ne sje¢e maksimalno dopusteno odstupanje koje iznosi +18,08 %.

41



Anti-TPO

20

| MPD = 18,08%
1 6 . . —— - _ . - ©

12

PD/%

MPD = -18,08%

Oh 4h st 8h_st 24h ™= 48h_m 72h =
Vrijeme t/h

Slika 19: Prikaz srednjeg postotka odstupanja (PD/%) za antitijela na tiroidnu peroksidazu (anti-TPO) u
definiranim vremenskim tockama (0 h, 4 h_ST, 8 h_ST, 24 h_TH, 48 h_TH, 72 h_TH) uz 95 %-tni interval
pouzdanosti Plava isprekidana linija oznacava maksimalno dopusteno odstupanje (engl. maximum permissible
difference; MPD/%) temeljeno na bioloskoj varijabilnosti i koeficijentu varijacije. 0 h - mjerenje u nultom trenutku
(odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta
odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na
sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi
odcepljenai 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta
8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata

nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8

°C)).

Na slici 19 prikazano je kretanje srednjeg PD za anti-TPO u definiranim vremenskim to¢kama
za deset ispitanika. Uzorak je tijekom prvih osam sati stajao od¢epljen na sobnoj temperaturi
dok je preostalo vrijeme do 72 sata stajao zacepljen u hladnjaku (2 — 8 °C). Najmanje srednje
odstupanje opazeno je u vremenskoj tocki 72 h_TH i iznosi 2,5 % dok je najvece srednje
odstupanje dosegnuto u vremenskoj tocki 4 h_ST i iznosi 3,8 %. Srednji postotak odstupanja
PD/% za pretragu anti-TPO u svim definiranim vremenskim to¢kama ne prelazi izra¢unati MPD
(£18,08 %).
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Slika 20: Prikaz postotka odstupanja (engl. percentage difference; PD/%) u definiranim vremenskim tockama kod
deset ispitanika te pravca i jednadzbe nestabilnosti za antitijela na tireoglobulin (anti-TG). MPD — izrac¢unato
maksimalno dopusteno odstupanje (engl. maksimum permissible difference) (plave isprekidane linije); 0 h -
mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog
mjerenja - epruveta odcepliena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja -
epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na
sobnoj temperaturi odéepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon
nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C));
72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odceplijena i 64 sata
zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

Na slici 20 prikazani su postoci odstupanja PD % za anti-TG u definiranim vremenskim
tockama u odnosu na mjerenje u nultoj vremenskoj to¢ki kod 10 ispitanika uz izra¢unatu
jednadzbu nestabilnosti. Pravac nestabilnosti, definiran jednadzbom nestabilnosti, niti u jednoj

vremenskoj tocki ne sje¢e maksimalno dopusteno odstupanje koje iznosi 12,91 %.
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Slika 21: Prikaz srednjeg postotka odstupanja (PD/%) za antitijela na tireoglobulin (anti-TG) u definiranim
vremenskim tockama (0 h, 4 h_ST, 8 h _ST,24 h_TH, 48 h_TH, 72 h_TH) uz 95 %-tni interval pouzdanosti Plava
isprekidana linija oznacava maksimalno dopusteno odstupanje (engl. maximum permissible difference; MPD/%)
temeljeno na bioloskoj varijabilnosti i koeficijentu varijacije. 0 h - mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar
dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj
temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcéepljena na sobnoj temperaturi; 24
h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 16 sati
zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj
temperaturi odcepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog

mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

Na slici 21 prikazano je kretanje srednjeg PD za anti-TG u definiranim vremenskim to¢kama
za deset ispitanika. Uzorak je tijekom prvih osam sati stajao od¢epljen na sobnoj temperaturi
dok je preostalo vrijeme do 72 sata stajao zacepljen u hladnjaku (2 — 8 °C). Najmanje srednje
odstupanje opazeno je u vremenskoj toc¢ki 48 h_TH i iznosi 1,6 % dok je najvece srednje
odstupanje dosegnuto u vremenskoj tocki 8 h_ST i iznosi 3,9 %. Srednji postotak odstupanja
PD/% za pretragu anti-TG u svim definiranim vremenskim toc¢kama ne prelazi izra¢unati MPD
(£12,91 %).
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Slika 22: Detekcija strsec¢ih vrijednosti za tireotropin (TSH) uporabom kutijastog dijagrama (engl. Box and
Whisker Plot). Strsece vrijednosti su na dijagramu oznacene tamnijom bojom. 0 h - mjerenje u nultom trenutku
(odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta
odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na
sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi
odcepljenai 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta
8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata

nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8

°C)).

Na slici 22 prikazane su dvije detektirane strSeée vrijednosti za TSH pomocu Kutijastog
dijagrama, kod ispitanika 2 PD = 14,6 % u vremenskoj toc¢ki 48 h_TH i PD = 12,1 % u
vremenskoj tocki 72 h_TH.
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Slika 23: Detekcija strsecih vrijednosti za ukupni tiroksin (tTs) uporabom kutijastog dijagrama (engl. Box and
Whisker Plot). Strsece vrijednosti su na dijagramu oznacene tamnijom bojom. 0 h - mjerenje u nultom trenutku
(odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta
odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na
sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi
odcepljenai 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta
8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata

nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8

°C)).

Na slici 23 prikazano je sedam detektiranih strsecih vrijednosti za tT4 pomoc¢u kutijastog
dijagrama, kod ispitanika 1 PD = 12,7 % u vremenskoj to¢ki 72 h_TH, ispitanika 4 PD = -0,6
% u vremenskoj tocki 72 h_TH, ispitanika 6 PD = 13,7 % u vremenskoj tocki 8 h_ST te kod
ispitanika 7 PD = -8,3 % u vremenskoj tocki 8 h_ST, PD = -11,3 % u vremenskoj tocki 24
h_TH, PD =-11,9 % u vremenskoj tocki48 h_TH i PD = -10,7 % u vremenskoj tocki 72 h_TH.
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Slika 24: Detekcija strsecih vrijednosti za ukupni trijodtironin (¢tTs) uporabom kutijastog dijagrama (engl. Box
and Whisker Plot). Strsece vrijednosti su na dijagramu oznacene tamnijom bojom. 0 h - mjerenje u nultom trenutku
(odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta
odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na
sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi
odcepljenai 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta
8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata

nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8
°C)).

Na slici 24 prikazano je sedam detektiranih strSe¢ih vrijednosti za tTs pomoc¢u kutijastog
dijagrama, kod ispitanika 5 PD = 11,6 % u vremenskoj to¢ki 24 h TH, PD = -6,9 % u
vremenskoj tocki 48 h_TH, PD = -5,5 % u vremenskoj tocki 72 h_TH, kod ispitanika 6 PD = -
8,3 % u vremenskoj to¢ki 48 h_TH, PD =-7,6 % u vremenskoj tocki 72 h_TH, kod ispitanika
7 PD = 12,5 % u vremenskoj tocki 72 h_TH te kod ispitanika 8 PD = 10,2 % u vremenskoj
tocki 48 h_TH.
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Slika 25: Detekcija strseéih vrijednosti za slobodni tiroksin (fT) uporabom kutijastog dijagrama (engl. Box and
Whisker Plot). Strsece vrijednosti su na dijagramu oznacene tamnijom bojom. 0 h - mjerenje u nultom trenutku
(odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta
odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na
sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi
odcepljenai 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta
8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata

nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8

°C)).

Na slici 25 prikazane su tri detektirane strsece vrijednosti za fT4 pomocu kutijastog dijagrama,
kod ispitanika 1 PD = -9,5 % u vremenskoj tocki 72 h_TH, kod ispitanika 2 PD = 10,2 % u
vremenskoj tocki 72 h_ST te kod ispitanika 9 PD = 17,4 % u vremenskoj tocki 24 h_TH.
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Slika 26: Detekcija strsecih vrijednosti za slobodni trijodtironin (fTs) uporabom kutijastog dijagrama (engl. Box
and Whisker Plot). Strsece vrijednosti su na dijagramu oznacene tamnijom bojom. 0 h - mjerenje u nultom trenutku
(odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja - epruveta
odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta odcepljena na
sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi
odcepljenai 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog mjerenja (epruveta
8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-mjerenje 72 sata

nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 64 sata zacepljena u hladnjaku (2 — 8
°C)).

Na slici 26 prikazane su tri detektirane strsece vrijednosti za fT3 pomocu kutijastog dijagrama,
kod ispitanika 9 PD =-14,4 % u vremenskoj tocki 4 h_ST, PD =-9,2 % u vremenskoj tocki 24
h_TH te PD =-2,6 % u vremenskoj to¢ki 72 h_TH.
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Slika 27: Detekcija strsecih vrijednosti za antitijela na tiroidnu peroksidazu (anti-TPO) uporabom kutijastog
dijagrama (engl. Box and Whisker Plot). Strseée vrijednosti su na dijagramu oznacene tamnijom bojom. 0 h -
mjerenje u nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog
mjerenja - epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja -
epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na
sobnoj temperaturi odéepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon
nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odéepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C));
72 h_TH-mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 64 sata

zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)).

Na slici 27 prikazane su tri detektirane strSece vrijednosti za anti-TPO pomocu kutijastog
dijagrama, kod ispitanika 1 PD = 8,3 % u vremenskoj tocki 4 h_ST i PD = 9,2 % u vremenskoj
tocki 72 h_TH te kod ispitanika 9 PD = 9,4 % u vremenskoj tocki 4 h_ST.
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Slika 28: Detekcija strsecih vrijednosti za antitijela na tireoglobulin (anti-TG) uporabom kutijastog dijagrama
(engl. Box and Whisker Plot). Strsece vrijednosti su na dijagramu oznacene tamnijom bojom. 0 h - mjerenje u
nultom trenutku (odradeno unutar dva sata od uzorkovanja); 4 h_ST-mjerenje Cetiri sata nakon nultog mjerenja -
epruveta odcepljena na sobnoj temperaturi; 8 h_ST-mjerenje osam sati nakon nultog mjerenja - epruveta
odcepljena na sobnoj temperaturi; 24 h_TH-mjerenje 24 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj
temperaturi odéepljena i 16 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 48 h_TH- mjerenje 48 sati nakon nultog
mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 40 sati zacepljena u hladnjaku (2 — 8 °C)); 72 h_TH-
mjerenje 72 sata nakon nultog mjerenja (epruveta 8 sati na sobnoj temperaturi odcepljena i 64 sata zacepljena u

hladnjaku (2 — 8 °C)).

Na slici 28 prikazana je jedna definirana strse¢a vrijednost za anti-TG pomocu kutijastog

dijagrama, kod ispitanika 2 PD = 8,7 % u vremenskoj tocki 48 h_TH.
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4.2. Rasprava

Funkecijski testovi stitnjac¢e obuhvaéaju laboratorijsko odredivanje TSH, tT4, tT3, fT4, fTs, anti-
TPO ianti-TG, a koriste se za dijagnostiku i pracenje terapije kod poremecaja funkcije Stitnjace.
Budu¢i da je danas, prema 80 % klini¢kih smjernica, za postavljanje dijagnoze kljuc¢na
laboratorijska dijagnostika, laboratorij ima odgovornost osigurati pouzdane rezultate testova
(Sikaris, 2016). Uz preciznost, to¢nost i reproducibilnost jedan od bitnih analitickih parametara
koji mora biti jasno definiran je stabilnost. Kako bi se izbjeglo ponovno uzorkovanje krvi kod
pacijenata, naknadna odredivanja pojedinih testova mogu se odraditi i do nekoliko dana od
uzorkovanja uz odgovarajuce uvjete skladiStenja, a da to ne utjeCe na pouzdanost rezultata

(Lippi i sur., 2008).

U ovom istrazivanju ispitivana je stabilnost funkcijskih testova Stitnjace (TSH, tT4, tT3, T4,
fT3, anti-TPO i anti-TG) u serumu u epruvetama s gelom tijekom 72 sata u razli¢itim
temperaturnim uvjetima kako bi se uvidjelo mogu li se analize funkcijskih testova Stitnjace
odgoditi ili naknadno zatraziti unutar 3 dana od uzorkovanja krvi. Prvih 8 h uzorak seruma
stajao je na sobnoj temperaturi u odéepljenoj epruveti s gelom, a nakon toga do 72. sata

zacepljen u hladnjaku.

Svaki od navedenih testova odredivao se u 10 ostatnih uzoraka pacijenata u definiranim
vremenskim to¢kama (4 h, 8 h, 24 h, 48 h, 72 h). Za dizajn protokola i obradu rezultata te
definiranje maksimalnog dopustenog odstupanja od nultog mjerenja u ovom istrazivanju, vodili

smo se uputama Radne grupe za predanalitiku EFLM-a (Cornes i sur., 2020).

Obradom rezultata detektirane su i strSece vrijednosti za funkcijske testove Stitnjace (TSH, tTa,
tT3, fT4, fT3, anti-TPO i anti-TG) (Slike 22 - 28), ali su one, takoder prema uputama Radne
grupe za predanalitiku EFLM-a, ukljuéene u statistiku. (Cornes i sur., 2020).

Tijekom prvih osam sati, dok je uzorak seruma stajao u od¢epljenoj epruveti s gelom na sobnoj
temperaturi, uo¢ava se minimalni srednji postotak odstupanja (PD) za TSH, fT4 i fT3 (TSH: 4
hPD=3,0%;8hPD=48%;fTs:4hPD=12%;8hPD=0,1%,;fTs:4hPD=-0,9%;8h
PD = -0,3 %). Srednji postoci odstupanja PD/% za TSH, fT4 i fT3 ne dosezu izradunata
maksimalna dopustena odstupanja (TSH £17,38 %; fT4 16,25 %; fT3 £12,44 %) sto govori da
su TSH, fT4 i fT3 stabilni u serumu u epruvetama s gelom tijekom 8 h na sobnoj temperaturi.
Prethodno su Guder i sur. (2010) u preporukama Radne grupe za predanaliticku kvalitetu
Njemackog drustva za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu naveli da je TSH stabilan u

serumu na sobnoj temperaturi tijekom tri dana, fT4 pet dana, a fT3 dva dana, ali nije definirana
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vrsta koriStene epruvete niti granice dopustenog odstupanja. Oddoze i sur. (2012) su takoder
dokazali da su TSH, fT4 i fTs stabilni u serumu na sobnoj temperaturi tijekom 24 sata u
epruvetama s gelom, a granice dopustenog odstupanja definirali su na jednak nac¢in kao §to je

definirano u ovom diplomskom radu.

Isto tako, tijekom pohrane u hladnjaku (2 — 8 °C) u vremenskom periodu od 72 sata u
zacepljenoj epruveti (prvih osam sati od nultog mjerenja uzorak se nalazio u odcepljenoj
epruveti na sobnoj temperaturi) za TSH, fT4 i fT3 u serumu u epruvetama s gelom opazena su
neznatna odstupanja PD/% (TSH: 24 hPD = 4,5 %; 48 hPD = 6,4 %; 72 hPD = 4,2 %; fT4: 24
hPD =2,6%; 48hPD =4,0%; 72 h PD =-0,2 %; fT3: 24 h PD = 0,9 %; 48 h PD = 2,4 %); 72
h PD = 4,0 %). Srednji postoci odstupanja ne dosezu izracunata maksimalna dopustena
odstupanja (TSH 17,38 %; T4 16,25 %; fT3 £12,44 %) Sto govori da su TSH, fT4 i fT3
stabilni u serumu u epruvetama s gelom tijekom 72 h u navedenim temperaturnim uvjetima.
Oddoze i sur. (2012) su dokazali da su TSH, fT4 i fT3 stabilni u serumu u epruvetama s gelom
tijekom pohrane u hladnjaku (2 — 8 °C). Granice dopustenih odstupanja su definirali na isti
nacin kao $to je definirano i u ovom diplomskom radu, a novije datirani rad kojeg piSu Christian
1 sur. (2023) potvrduje njihove navode, iako nisu specificirali epruvete koje su koristene, a

stabilnost TSH, T4 i fT3 je dokazana ANOVA statistiCkim testom.

Tijekom prvih osam sati dok je uzorak stajao u od¢epljenoj epruveti na sobnoj temperaturi,
uoc¢ava se minimalni srednji postotak odstupanja (PD) za tT4 i tTs (tTs: 4 hPD =-0,9 %; 8 h
PD = 3,0 %; tT3: 4 h PD = 0,6 %; 8 h PD = 1,6 %). Srednji postoci odstupanja ne dosezu
izraCunata maksimalna dopustena odstupanja (tT4£11,00 %; tT3+£11,02 %) $to upucuje da su
tT4 i tTastabilni u serumu u epruvetama s gelom tijekom 8 h na sobnoj temperaturi. Guder i sur.
(2010) su naveli da je tT4 stabilan pet dana, a tTsdva dana na sobnoj temperaturi u serumu, pri
¢emu nije navedena vrsta spremnika koja je koriStena niti na koji je na¢in definirana granica

dopustenog odstupanja.

Takoder, tijekom pohrane u hladnjaku (2 — 8 °C) u vremenskom periodu od 72 sata u
zacepljenoj epruveti (prvih osam sati od nultog mjerenja uzorak se nalazio u odcepljenoj
epruveti na sobnoj temperaturi) zatT4 itTs u serumu u epruvetama s gelom opazena Su neznatna
odstupanja PD/% (tT4: 24 hPD =1,2%; 48 hPD =1,9 %; 72 hPD = 3,7 %; tT3: 24 hPD = 4,4
%; 48 h PD = 2,2 %; 72 h PD = 3,3 %). Srednji postoci odstupanja ne dosezu izraCunata
maksimalna dopustena odstupanja (tT4 11,00 %; tTs £11,02 %) $to govori da su tTs4 i tT3

stabilni u serumu u epruvetama s gelom tijekom 72 h u navedenim temperaturnim uvjetima.
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Guder i sur. (2010) naveli su da je tT4 stabilan u serumu u hladnjaku (2 — 8 °C) tijekom sedam
dana, a tTztijekom osam dana. U radu iz 2023. godine Christian i sur. dokazali su da su tTs i
tT3 stabilni u serumu u hladnjaku (2-8°C) tijekom tri dana. Niti Guder i sur. (2010), niti
Christian i sur. (2023) ne navode epruvete koje su koriStene i uvjete u kojima je ispitivanje
odradeno, a granicu dopustenog odstupanja Christian 1 sur. (2023) definiraju ANOVA

statistickim testom dok Guder i sur. (2010) ne navode podatke o tome.

Tijekom prvih osam sati dok je uzorak seruma stajao u od¢epljenoj epruveti s gelom na sobnoj
temperaturi, uo¢ava se minimalni srednji postotak odstupanja (PD) za anti-TPO i anti-TG (anti-
TPO: 4 hPD =3,8%; 8 hPD =3,1%; anti-TG: 4 h PD = 3,0 %; 8 h PD = 3,9 %). Srednji
postoci odstupanja PD/% za anti-TPO i anti-TG ne dosezu izra¢unata maksimalna dopustena
odstupanja MPD (anti-TPO: +£18,08 % anti-TG: £12,91 %) sto ukazuje da su anti-TPO i anti-
TG stabilni u serumu u epruvetama s gelom tijekom 72 h u navedenim temperaturnim uvjetima.
Isto tako, tijekom pohrane u hladnjaku (2 - 8 °C) u vremenskom periodu od 72 sata u zacepljenoj
epruveti (prvih osam sati od nultog mjerenja uzorak se nalazio u od¢epljenoj epruveti na sobnoj
temperaturi) za anti-TPO i anti-TG u serumu u epruvetama s gelom opaZena Su neznatna
odstupanja PD/% (anti-TPO: 24 hPD = 2,7 %; 48 h PD = 3,3 %; 72 h PD = 2,5 %; anti-TG: 24
hPD =2,0% 48 h PD = 1,6 %; 72 h PD = 2,3 %). Srednji postoci odstupanja PD/% za anti-
TPO ianti-TG ne dosezu izracunata maksimalna dopustena odstupanja MPD (anti-TPO: £18,08
% anti-TG: £12,91 %) Sto upucuje da su anti-TPO i anti-TG stabilni u serumu u epruvetama s
gelom tijekom 72 h u navedenim temperaturnim uvjetima. Jedini dostupni navod o stabilnosti
anti-TPO i anti-TG na sobnoj temperaturi je u deklaraciji reagensa tvrtke Abbott. Navedeno je
da su anti-TPO i anti-TG stabilni u serumu tijekom osam sati na sobnoj temperaturi i do tri dana
u hladnjaku (2 — 8 °C). Guder i sur. (2010) navode da su antitijela u serumu stabilna u hladnjaku
(2 — 8 °C) tijekom dva dana dok su Intan i sur. (2014) dokazali da su stabilna dulji period, ¢ak
tijekom 12 dana. Navedeni radovi ne definiraju vrstu koriStene epruvete niti nac¢in na koji je

odredeno dopusteno odstupanje.

Rezultati dobiveni u ovom diplomskom radu u suglasnosti su s dostupnom literaturom, iako se
dizajn ispitivanja i na¢in definiranja granica dopustenog odstupanja medusobno razlikuju. Isto
tako, pregledom literature nije se nai§lo na radove koji u ispitivanju kombiniraju pohranu na
sobnoj temperaturi i u hladnjaku (2 — 8 °C) kao $to je odradeno u ovom diplomskom radu, a

ipak su definirane stabilnosti testova podudarne.
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Ogranic¢enje ovog diplomskog rada je $to je rukovanje uzorcima prilagodeno laboratoriju u
kojem je istrazivanje odradeno i moguce da rezultati nisu primjenjivi u svakom laboratoriju.
Svaki laboratorij bi prema nacinu svog rutinskog postupanja s uzorcima trebao istraziti

stabilnost testova koje odreduje.

Prednost ovog diplomskog rada je to Sto su koriSteni ostatni uzorci pacijenata kako bi se
zadovoljio $iri raspon koncentracija, ukljucuju¢i one ispod donje te iznad gornje granice
referentnog intervala dok su u ranije spomenutim radovima koristeni uzorci zdravih volontera
ili nisu jasno definirani ispitanici.

S obzirom na dobivene rezultate, odnosno minimalna srednja odstupanja od nultog mjerenja,
za sve funkcijske testove StitnjaCe tijekom 72 h u razliitim temperaturnim uvjetima, S
prethodnim stajanjem uzoraka 8h na sobnoj temperaturi, mozemo zakljuciti da je moguce

odgoditi ili naknadno zadati odredivanje testova tijekom 72 h.
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5. ZAKLJUCCI

1. Funkcijski testovi Stitnjace stabilni su u serumu u epruvetama s gelom 8 h na sobnoj

temperaturi.

2. Funkcijski testovi Stitnjace stabilni su u serumu u epruvetama s gelom tijekom 72 h na

temperaturi 2 — 8 °C s prethodnim stajanjem uzoraka seruma 8h na sobnoj temperaturi.

3. Odredivanje funkcijskih testova Stitnjace u serumu mogucée je odgoditi ili naknadno zatraziti

unutar 8 h u epruvetama s gelom pohranjenim na sobnoj temperaturi.

4. Odredivanje funkcijskih testova $titnjace u serumu moguce je odgoditi ili naknadno zatraziti
unutar 72 h u epruvetama s gelom ukoliko se nakon 8 h stajanja uzoraka na sobnoj temperaturi,
pohrane na temperaturu 2 — 8 °C.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

Anti-TG
Anti-TPO
ATP
cAMP

CMIA

Cv
CV.
CVyp
DIT
DNA
EFLM
fTs

T,
KBCSM
MAPK
MIT

MPD

RLU
T3
Ts

TBG

Antitijelo na tireoglobulin
Antitijelo na tiroidnu peroksidazu
Adenozin-trifosfat

Ciklicki adenozin-monofosfat

Kemiluminiscentna imunokemijska metoda s magnetskim mikro¢esticama

(engl. Chemiluminescent Microparticle Immunoassay)

Koeficijent varijacije

Analiticki koeficijent varijacije

Intraindividualna bioloska varijabilnost

Dijodtirozin

Deoksiribonukleinska kiselina

The European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
Slobodni oblik trijodtironina

Slobodni oblik tetrajodtironina, odnosno tiroksina

Klinicki bolnicki centar Sestre milosrdnice

Mitogenom aktivirana proteinska kinaza

Monojod tirozin

Maksimalno dopusteno odstupanje (engl. maximum permissible difference)
Postotak odstupanja (engl. percentage difference)

Srednji postotak odstupanja

Relativne jedinice svijetla (engl. relative light units)

Trijodtironin

Tetrajodtironin, odnosno tirokisn

tiroksin vezujuci protein (engl. thyroxine-binding globulin)
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TG
TPO
TRH

TRHR

TRHp-2

TSH
T3
tT4

TTR

Tireoglobulin
Tiroidna peroksidaza

Hormon koji oslobada tireotropin

receptor tireotropin otpustajuceg hormona tipa 1 (engl. thyrotropin-releasing

hormone receptor 1

B2 izoforma receptora za hormone Stitnjace (engl. 52 isoform of thyroid

hormone receptor)

Tireotropin

Ukupni trijodtironin

Ukupni tetrajodtironin, odnosno tiroksin

Transtiretin
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8. SAZETAK / SUMMARY
8.1. Sazetak

Poremecaji funkcije Stitne Zlijezde u sve su veCem porastu. Laboratorij, uz ultrazvuc¢nu
dijagnostiku, ima klju¢nu ulogu u dijagnozi i diferencijaciji poremecaja te prac¢enju terapije. U

tu svrhu, odreduju se funkcijski testovi stitnjace TSH, tTs, tTs, T4, fT3, anti-TPO i anti-TG.

U rutinskom radu laboratorija, ponekad je potrebno odgoditi ili naknadno odrediti pojedine
testove, zbog Cega je vazno znati vremenske okvire 1 temperaturne uvjete u kojima su testovi

stabilni.

Ciljevi ovog istrazivanja bili su ispitati stabilnost funkcijskih testova §titnjace u serumu u
epruvetama s gelom tijekom 8 h na sobnoj temperaturi te tijekom 72 sata na 2 — 8 °C, s

prethodnim stajanjem uzoraka seruma 8 h na sobnoj temperaturi.

Ispitivanje je provedeno u Endokrinoloskom laboratoriju KBC Sestre milosrdnice; a dizajn
istrazivanja prilagoden je prema uputama Radne grupe za predanalitiku EFLM-a. Na
automatskom analizatoru Abbott Architect 12000 odredivale su se koncentracije TSH, tT4, tTs,
fT4, fT3, anti-TPO i anti-TG u definiranim vremenskim to¢kama (0 h, 4 h, 8 h, 24 h, 48 h i1 72
h). Stabilnost pojedinog testa je odredena usporedivanjem srednjeg postotka odstupanja (PD) u
definiranim vremenskim to¢kama 1 maksimalnog dopustenog odstupanja (MPD/%), a rezultati

su prikazani graficki.

Dobiveni rezultati pokazali su kako, za niti jedan funkcijski test, srednji postotak odstupanja u
definiranim vremenskim tockama ne premasuje maksimalno dopusteno odstupanje te je time
dokazano da su funkcijski testovi stitnjace stabilni u serumu u epruvetama s gelom 8 h na sobnoj
temperaturi te tijekom 72 h na temperaturi 2 — 8 °C s prethodnim stajanjem uzoraka seruma 8 h
na sobnoj temperaturi. Sukladno tome, odredivanje funkcijskih testova Stitnjace iz seruma je

moguce odgoditi ili naknadno odraditi unutar 72 h.

62



8.2. Summary

Nowadays, the number of thyroid gland disorders is rapidly rising. Laboratory together with
ultrasound diagnostics has a key role in diagnosis, diferentiation of disorders and therapy
monitoring. Thyroid function tests TSH, tTs, tTs, T4, fT3, anti-TPO i anti-TG are determined

for this purpose.

In the routine work of the laboratory, it is sometimes necessary to postpone or subsequently
determine certain tests, which is why it is important to know the time frames and temperature

conditions in which the tests are stable.

The aims of this study were to study the stability of thyroid function tests in serum in tubes with
gel during 8 h at room temperature and during 72 h at 2 — 8 °C, with previous storage of serum

samples for 8 h at room temperature.

The study was conducted in the Endocrine Laboratory of KBC Sestre milosrdnice, and the
research design was adapted according to the instructions of the Working Group for
Preanalytics of EFLM. The concentrations of TSH, tTs, tT3, fT4, fT3, anti-TPO and anti-TG
were determined on the Abbott Architect i2000 automatic analyzer at defined time points (0 h,
4 h,8h, 24 h, 48 h and 72 h). The stability of an individual test is determined by comparing the
mean percentage of difference (PD) at defined time points and the maximum allowed difference

(MPD/%). The results of the study are presented graphically.

The obtained results showed that, for any functional test, the mean percentage of difference at
the defined time points did not exceed the maximum allowed difference, which proves that the
functional tests are stable in serum in test tubes with gel for 8h at room temperature and for 72
h at a temperature of 2 — 8 °C with previous storage of the serum samples for 8 h at room
temperature. Therefore, the determination of thyroid function tests in serum can be postponed

or subsequently performed within 72 hours.
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9. TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Temeljna dokumentacijska kartica

Sveuciliste u Zagrebu Diplomski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Studij: Medicinska biokemija

Zavod za medicinsku biokemiju i hematologiju

Domagojeva 2, 10000 Zagreb, Hrvatska

Odredivanje stabilnosti funkcijskih testova Stitnjace

Rea Takaé

SAZETAK

Poremecaji funkcije Stitne zlijezde u sve su ve¢em porastu. Laboratorij, uz ultrazvuénu dijagnostiku, ima klju¢nu ulogu
u dijagnozi i diferencijaciji poremecaja te pracenju terapije. U tu svrhu, odreduju se funkcijski testovi Stitnjace TSH,
T4, tTs, fT4, fT3, anti-TPO i anti-TG. U rutinskom radu laboratorija, ponekad je potrebno odgoditi ili naknadno odrediti
pojedine testove, zbog Cega je vazno znati vremenske okvire i1 temperaturne uvjete u kojima su testovi stabilni. Ciljevi
ovog istrazivanja bili su ispitati stabilnost funkcijskih testova §titnjace u serumu u epruvetama s gelom tijekom 8 h na
sobnoj temperaturi te tijekom 72 sata na 2 — 8 °C, s prethodnim stajanjem uzoraka seruma 8 h na sobnoj temperaturi.
Ispitivanje je provedeno u Endokrinoloskom laboratoriju KBC Sestre milosrdnice; a dizajn istraZivanja prilagoden je
prema uputama Radne grupe za predanalitiku EFLM-a. Na automatskom analizatoru Abbott Architect i2000 odredivale
su se koncentracije TSH, tTa, tTs, T4, fT3, anti-TPO i anti-TG u definiranim vremenskim to¢kama (0 h, 4 h, 8 h, 24 h,
48 h i 72 h). Stabilnost pojedinog testa je odredena usporedivanjem srednjeg postotka odstupanja (PD) u definiranim
vremenskim tockama i maksimalnog dopustenog odstupanja (MPD/%), a rezultati su prikazani graficki. Dobiveni
rezultati pokazali su kako, za niti jedan funkcijski test, srednji postotak odstupanja u definiranim vremenskim tockama
ne premasuje maksimalno dopusteno odstupanje te je time dokazano da su funkcijski testovi $titnjace stabilni u serumu
u epruvetama s gelom 8 h na sobnoj temperaturi te tijekom 72 h na temperaturi 2 — 8 °C s prethodnim stajanjem uzoraka
seruma 8 h na sobnoj temperaturi. Sukladno tome, odredivanje funkcijskih testova $titnjace iz seruma je moguée odgoditi
ili naknadno odraditi unutar 72 h.
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SUMMARY

Nowadays, the number of thyroid gland disorders is rapidly rising. Laboratory together with ultrasound diagnostics has
a key role in diagnosis, diferentiation of disorders and therapy monitoring. Thyroid function tests TSH, tTa, tTs, fT4, fT3,
anti-TPO i anti-TG are determined for this purpose. In the routine work of the laboratory, it is sometimes necessary to
postpone or subsequently determine certain tests, which is why it is important to know the time frames and temperature
conditions in which the tests are stable. The aims of this study were to study the stability of thyroid function tests in
serum in tubes with gel during 8 h at room temperature and during 72 h at 2 — 8 °C, with previous storage of serum
samples for 8 h at room temperature. The study was conducted in the Endocrine Laboratory of KBC Sestre milosrdnice,
and the research design was adapted according to the instructions of the Working Group for Preanalytics of EFLM. The
concentrations of TSH, tTa, tTs, fT4, fT3, anti-TPO and anti-TG were determined on the Abbott Architect i2000 automatic
analyzer at defined time points (0 h, 4 h, 8 h, 24 h, 48 h and 72 h). The stability of an individual test is determined by
comparing the mean percentage of difference (PD) at defined time points and the maximum allowed difference
(MPD/%). The results of the study are presented graphically. The obtained results showed that, for any functional test,
the mean percentage of difference at the defined time points did not exceed the maximum allowed difference, which
proves that the functional tests are stable in serum in test tubes with gel for 8 h at room temperature and for 72 h at a
temperature of 2 — 8 °C with previous storage of the serum samples for 8 h at room temperature. Therefore, the
determination of thyroid function tests in serum can be postponed or subsequently performed within 72 hours.
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