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Izrada testa klorida u znoju za dijagnozu cisticne fibroze

SAZETAK

Test klorida u znoju je pretraga koja uz novorodenacki probir i gensko
testiranje Cini temelj za postavljanje dijagnoze cisticne fibroze (CF).
Kvaliteta izrade tog testa ovisi o vjestini osoblja koje ga radi pa je zbog
toga objavljeno nekoliko medunarodnih smjernica za standardizaciju
njegove izrade, ali i dalje postoji neuskladenost u postupku provode-
nja ove pretrage. Radna grupa za standardizaciju testa klorida u znoju
Hrvatskog drustva za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu u
suradnji sa Centrom za cisti¢nu fibrozu djece i odraslih, Klinickog bol-
nitkog centra Zagreb izdala je Nacionalne smjernice za izradu testa klo-
rida u znoju za dijagnozu cisticne fibroze s ciljem osiguranja dosljed-
nosti u njegovoj izradi, tonosti rezultata i ujednacenosti izvjeStavanja
nalaza. Velik dio preporuka preuzet je iz drugog izdanja britanskih

smijernica (2 Edition of the UK Guidelines for Performance of the Sweat
Test for the Investigation of (ystic Fibrosis). Ipak, jedan dio ¢ine nezavisne
preporuke radne grupe na temelju postojece opreme i prakse izrade te-
sta u Hrvatskoj. Preporuke se odnose na svaku fazu izrade te pretrage,
od indikacija za testiranje do izvjeStavanja i tumacenja rezultata, uklju-
Cujuci analiticku fazu i kontrolu kvalitete. Nacionalne smjernice takoder
ukljuCuju priloge s prakti¢nim primjerima s ciljem olakSavanja primje-
ne preporuka u rutinskom radu.

Kljucne rijedi: cisticna fibroza, test klorida u znoju, pilokarpinska ion-
toforeza, analiza klorida u znoju, preporuke

Zagreb, veljaca 2022.
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uvoD

Cisti¢na fibroza

Cisti¢na fibroza (CF) je autosomno recesivna
bolest koju uzrokuju dvije mutacije transmem-
branskog regulatora provodljivosti za cisti¢nu
fibrozu (engl. Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator, CFTR). Taj gen kodira
sintezu istoimenog proteina koji se nalazi na
membranama vecine epitelnih stanica u tijelu
ljudi (1).

CFTR protein primarno regulira prijenos elek-
trolita kroz stani¢cnu membranu, a njegova Si-
roka rasprostranjenost u razlic¢itim tkivima
objasnjava multisistemsku prirodu CF. Disfunk-
cija CFTR proteina dovodi do stvaranja i aku-
muliranja viskoznog sekreta u tkivima pa se CF
prezentira kroni¢cnom boles¢u pluc¢a, nedovolj-
nom apsorpcijom hranjivih tvari koju prati pot-
hranjenost, muskom neplodnos¢u, sindro-
mom gubitka soli, te naj¢es¢im simptomom
CF, a to je povecano izlucivanje soli u znoju (2).
S vremenom, oboljeli od CF razvijaju kompli-
kacije kao 3to su Secerna bolest, osteoporoza, i
kroni¢ne bolesti jetre (3). lako je CF monoge-
netska bolest, njena klinicka prezentacija vari-
ra od pacijenta do pacijenta, ¢ak i kod onih s
istim genotipom pa se simptomi u jedne oso-
be mogu mijenjati tijekom bolesti (1).

CF se smatra najces¢om nasljednom bolesti u
bijelaca s incidencijom od 0,25 do 5 na 10.000
zivorodenih (4). Procijenjena prevalencija bole-
sti u Europskoj uniji iznosi 0,75 na 10.000 $to
CF ubraja u skupinu rijetkih bolesti (5). Ipak,
ukupan broj oboljelih od CF je u porastu, za-
hvaljujuci napretku dijagnostike i terapije, pa
se u buduc¢nosti oCekuje da ¢e broj odraslih
nadmasiti broj djece (6). Prema objavljenim
podacima Registra oboljelih Europskog drus-
tva za cisti¢nu fibrozu (engl. European Cystic Fi-
brosis Society, ECFS), u Europi je 2018. godine

Zagreb, veljaca 2022.

registrirano 49.886 oboljelih od CF, od ¢ega su
51,2% odrasle osobe (7). Hrvatska je ukljucena
u Registar oboljelih ECFS-a preko baze podata-
ka oboljelih od CF, u kojoj su 2018. godine regi-
strirana 132 pacijenta, od kojih je bilo 37%
odraslih osoba. Demografski i epidemioloski
podaci ukazuju da 12-14 novorodenih u jednoj
godini ima CF (8,9).

Za dijagnozu CF postoji medunarodni konsen-
zus. Prve smjernice objavljene su 1988. godine
pa je Hrvatsko drustvo za pedijatrijsku gastro-
enterologiju, hepatologiju i prehranu godine
2004. objavilo ,Postupnik za dijagnozu cisticne
fibroze” (2,10). Tijekom godina objavljene me-
dunarodne smjernice bile su nadopunjavane
prema novim spoznajama. Ipak, za sada se kao
standard prihvaca americko-europski konsen-
zus Fondacije za cisti¢nu fibrozu (objavljen
2017. godine) (11,12). Te smjernice zadrzale su
osnovno polaziste da se kod pacijenta s klinic-
kim simptomima bolesti mora testirati funkcija
CFTR proteina za potvrdu dijagnoze CF. Klinic-
ka sumnja znaci da osoba ima barem jedan ka-
rakteristiCan simptom, pozitivan nalaz novoro-
denackog probira na CF (za sada nije dostupan
u Hrvatskoj), ili ¢lana uze obitelji oboljelog od
CF (2,13). Jedan od indikatora oStec¢ene funkci-
je CFTR proteina je povisena koncentracija klo-
rida u znoju, koja se odreduje testom klorida u
znoju koji se jos naziva i znojni test (engl. swe-
at test) (12). To je, dakle, prvi i najvazniji labora-
torijski test za potvrdu dijagnoze CF. Postoje
jos dva testa kojima je moguce procijeniti
funkciju CFTR proteina, ali ona nisu Siroko pri-
hvacena. Jedan je in vivo odredivanje razlike
potencijala nosne sluznice, a drugi je ex vivo
odredivanje jakosti struje na stanicama sluzni-
ce crijeva. Dijagnoza CF moze se potvrditi i ge-
netickim testiranjem, ali samo ako se utvrde
dvije mutacije koje su povezane s CF (2). Vise
od polovice novodijagnosticiranih u Europi i
svijetu je dijagnosticirano zahvaljujuci novoro-
denackom probiru (12). Ipak, kod neke dojen-
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¢adi s pozitivnim rezultatom novorodenackog
probira moguc je izostanak ostalih kriterija koji
su potrebni za dijagnozu CF pa se takvi sluca-
jevi opisuju kao CFMS/CFSPID (od engl. CFTR-
related metabolic syndrome/CF screen positive
inconclusive diagnosis) (14). S obzirom na to da
se u Hrvatskoj ne provodi novorodenacki pro-
bir za CF, njena dijagnoza ovisi iskljucivo o aler-
tnosti lije¢nika da prepozna simptome bolesti,
od najranije do odrasle dobi. Bez obzira na to
postoji li probir ili ne, i bez obzira na to koliko
se ekstenzivno provodi genetska analiza, glav-
na pretraga kojom se potvrduje sumnja na bo-
lest jest test klorida u znoju. Stoga su kvaliteta
izrade i ispravno tumacenje njegovih rezultata
klju¢ne karike za pouzdanu potvrdu ili odbaci-
vanje dijagnoze CF (12).

Test kloridi u znoju

Test klorida u znoju obuhvaca niz postupaka
(od stimulacije znojenja, skupljanja znoja,
odredivanja koncentracije klorida u skuplje-
nom znoju, do izdavanja i tumacenja nalaza)
kojima se procjenjuje funkcija CFTR proteina u
Zlijezdama znojnicama djece i odraslih. Smatra
se da nalaz klorida u znoju omogucuje detek-
ciju CF kod vise od 95% oboljelih, a prema no-
vijim istrazivanjima koncentracija klorida u
znoju koristan je biljeg funkcije CFTR proteina
u klini¢kim ispitivanjima lijekova za CF (15,16).

Prijeanaliticka faza izrade testa klorida u znoju
obuhvaca pripremu pacijenta, stimulaciju zno-
jenja postupkom pilokarpinske iontoforeze (PI)
i skupljanje znoja. Stimulacija Zlijezda znojnica
provodi se primjenom slabe struje i pilokarpin
nitrata u otopini (natopljen na filter papir/gazu)
ili gelu na kozi podlaktice ispitanika, nakon
Cega slijedi skupljanje znoja pomocu filter pa-
pira, gaze ili komercijalnog sustava koji sadrzi
plasti¢ni nosac s cjevCicom. Prije pojave ko-
mercijalnih sustava za PI, svi laboratoriji i pedi-
jatrijske ambulante koristili su in-house opre-

mu i materijale koji su bili adaptirani prema
metodi Gibson-Cooke (17,18). Jedan dio usta-
nova zadrzao je takav nacin izrade PI (19).

Analiticka faza pretrage obuhvaca odrediva-
nje koncentracije klorida nekom od validiranih
metoda ili odredivanje vodljivosti iona (klori-
da, bikarbonata, laktata) konduktometrijskom
metodom u skupljenom znoju. Bez obzira na
koriStenu metodu, rezultat testiranja izrazava
se u mmol/L. Rezultat (izrazen kao koncentra-
cija) dobiven konduktometrijom uz kloride uk-
lju€uje i druge ione iz znoja, te predstavlja onu
mnozinsku koncentraciju otopine natrij klorida
kod koje ta otopina ima jednaku provodljivost
kao i znoj na istoj temperaturi (20). Prema va-
zecim smjernicama, konduktometrija se moze
koristiti kao metoda probira, no nije prikladna
za potvrdu dijagnoze CF (12, 21). Na trzistu su
dostupni komercijalni sustavi za odvojenu izra-
du prijeanaliticke i analiticke faze, kao i sustav
koji objedinjuje te dvije faze u jednom zajed-
nickom instrumentu kao 5to je Nanoduct Neo-
natal Sweat Analysis System (Nanoduct, ELI-
TechGroup, USA). Nanoduct primjenjuje Pl za
stimuliranje znojenja i konduktometriju za ne-
selektivno mjerenje vodljivosti iona u znoju
(22). On se koristi u nekim zdravstvenim usta-
novama u Hrvatskoj.

U poslijeanaliti¢koj fazi tumacenje rezultata te-
sta klorida u znoju ovisi o indikaciji za testira-
nje. Ona moze biti u svrhu potvrde ili iskljuci-
vanja CF, te za pracenje odgovora na terapiju
CFTR modulatorima. U prilogu 1 nalazi se dija-
gram koji opisuje sve faze u izradi testa.

Glavni cilj Nacionalnih smjernica za izradu te-
sta klorida u znoju u dijagnostici CF je standar-
dizacija tog testa u zdravstvenim ustanovama
u Hrvatskoj, osiguravanje kvalitetnog i ujedna-
c¢enog postupka neovisno o mjestu njegove
izrade, te toCnost u izvjeStavanju rezultata i nji-
hovom tumacenju.

Zagreb, veljaca 2022.
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SMJERNICE ZA IZRADU TESTA

KLORIDA U ZNOJU

Medunarodne smjernice za
izradu testa klorida u znoju

U Europi i svijetu publicirano je nekoliko nacio-
nalnih smjernica za izradu testa klorida u znoju
medu kojima se isticu multidisciplinarne bri-
tanske smjernice iz 2004. godine te njihova na-
dopunjena verzija iz 2014. godine (u daljnjem
tekstu drugo izdanje britanskih smijernica),
koje su pripremljene prema principima medi-
cine temeljene na dokazima (20,21,23). Zajed-
ni¢ki americko-europski konsenzus za dijagno-
zu CF podrazumijeva izvodenje testa klorida u
znoju sukladno validiranim protokolima, ¢ime
se osigurava primjerena koli¢ina sakupljenog
znoja i to¢nost rezultata (12).

Nacionalne smjernice za izradu
testa klorida u znoju

Izrada nacionalnih smjernica za izradu testa
klorida u znoju (u daljnjem tekstu nacionalne
smjernice) nastavak je istrazivanja koji je uka-
zao na potrebu standardizacije testa klorida u
znoju na nacionalnoj razini, zbog nedosljedno-
sti u njegovoj izradi u medicinsko-biokemij-
skim laboratorijima (MBL) u Hrvatskoj (19).

Podrugje primjene nacionalnih
smjernica za izradu testa
klorida u znoju

Nacionalne smjernice su primarno usmjerene
prema laboratorijskom osoblju i drugom
zdravstvenom osoblju koje je uklju¢eno u izra-

Zagreb, veljaca 2022.

du testa klorida u znoju neovisno o koristenoj
metodi, a u svrhu njegove standardizacije u
zdravstvenim ustanovama u Hrvatskoj. Tako-
der su namijenjene svim zdravstvenim djelat-
nicima, kao i pacijentima i roditeljima/skrbnicima
koje zanimaju izrada i tumacenje te pretrage.

Cilj nacionalnih smjernica za
izradu testa klorida u znoju

Nacionalne smjernice su fokusirane na stan-
dardizaciju izrade testa klorida u znoju u zdrav-
stvenim ustanovama u Hrvatskoj. Standardiza-
cija u prijeanaliti¢koj fazi odnosi se na napusta-
nje koriStenja in-house instrumenta, pribora,
materijala i postupaka za PI koji su u suprotno-
sti sa sadrzajem smjernica. U analitickoj fazi
smjernice su usmjerene na koristenje analitic-
kog instrumenta za odredivanje koncentracije
klorida u znoju validiranom metodom. Stan-
dardizacija u poslijeanalitickoj fazi znaci har-
monizirano izvjestavanje rezultata, kontinuira-
nu edukaciju, kontrolu kvalitete rada, i izdava-
nje nalaza. Postupak standardizacije testa klo-
rida u znoju zahtjeva vrijeme, ali i potencijalno
financijsko opterecenje zdravstvenih ustanova
u kojima se radi ta pretraga. Ipak, usvajanje na-
cionalnih smjernica moze poboljsati izradu te-
sta klorida u znoju i u onim ustanovama koje
odluce zadrzati postojecu praksu koristenja in-
house pribora i materijala. Primjenom nacio-
nalnih smjernica u takvim ustanovama moze
se poboljsati izrada testa klorida u znoju do po-
stizanja potpune standardizacije. Standardizira-
ni test klorida u znoju je neophodan jer uklanja
sustavnu pogresku u svim fazama testiranja te
osigurava kvalitetno odredivanje koncentraci-
je klorida u znoju u ciljanoj populaciji.
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RADNA GRUPA ZA
STANDARDIZACIU TESTA KLORIDA

U ZNOJU I POSTUPAK IZRADE
NACIONALNIH SMJERNICA

Radna grupa za standardizaciju klorida u znoju
(RG SKZ) osnovana je 2017. godine u suradniji s
Povjerenstvom za znanstveno-strucni razvoj
Hrvatskog drustva za medicinsku biokemiju i
laboratorijsku medicinu (HDMBLM) i Hrvat-
skog centra za vrednovanje kvalitete u labora-
torijskoj medicini (engl. Croatian Society of Me-
dical Biochemistry and Laboratory Medicine,
CROQALM), provoditeljem vanjske kontrole
kvalitete u MBL u Hrvatskoj (24). Zbog interdis-
ciplinarne prirode testa klorida u znoju u rad
RG SKZ ukljucen je i specijalist za cisti¢nu fibro-
zu iz Centra za cisti¢nu fibrozu, Klini¢ckog bol-
nickog centra Zagreb. U vrijeme osnivanja RG
u vecini MBL (12/13) test klorida u znoju se ra-
dio in-house postupkom PI i odredivanjem
koncentracije klorida u eluatu sadrzaja znoja
merkurimetrijskom titracijom (MMT) prema
mikrometodi Schales-Schales. Medusobna ko-
munikacija ¢lanovaradne grupe tijekom izrade
smjernica odvijala se putem elektronicke po-
Ste i na sastancima na daljinu (u daljnjem tek-
stu telekonferencija). Navedeni nacini komuni-
kacije sluzili su za definiranje ciljeva i zadataka
te za donosenje konacnih odluka koje su zatim
preuzete i objavljene kao preporuke u zavrs-
noj verziji dokumenta. Usvojena zavrsna verzi-
ja poslana je elektroni¢kim putem na konzul-
tacije stru¢nim drustvima i udrugama.

Na prvoj telekonferenciji u studenome 2017.
godine odluceno je da se izrada nacionalnih
smjernica za standarizaciju testa klorida u zno-
ju temelji na sadrzaju drugog izdanja britan-
skih smjernica za izradu testa klorida u znoju
za dijagnozu cisti¢ne fibroze zbog njihove vi-
soke kvalitete (21). Od kontakt osobe iz britan-
ske multidisciplinarne radne grupe 2018. godi-

ne zatrazena je i dobivena sluzbena dozvola za
koriStenje sadrzaja smjernica u nacionalnim
smjernicama uz jasnu napomenu na mjestima
gdje to nije primijenjeno zbog specificnosti
postupaka i dijagnostickih medicinskih proi-
zvoda za test klorida u znoju u hrvatskim
zdravstvenim ustanovama.

Priprema nacionalnih smjernica temelji se na
anketnom istrazivanju koje je provedeno 2018.
godine. Prvi upitnik nadopunio je ve¢ objavlje-
nu procjenu svih faza u izradi testa klorida u
znoju u MBL (19). U drugom upitniku ispitano
je koristenje elektroda za Pl i pradenje indika-
tora kvalitete rada. Jo$ jednim dodatnim upit-
nikom istrazen je stav ¢lanova RG o nestandar-
diziranom instrumentu za PI koji se koristi u hr-
vatskim ustanovama. Pitanja iz drugog i tre¢eg
upitnika odnose se na poglavlja gdje sadrzaj
drugog izdanja britanskih smjernica nije pri-
mjenjiv na centre u Hrvatskoj s obzirom na ras-
polozivu opremu za test klorida u znoju. Pre-
gled rezultata i analize svih anketnih upitnika
nalaze se u tablici 1 u prilogu 2.

Nacionalne preporuke sadrze sazete preporu-
ke za izradu testa klorida u znoju. One su uz
prethodnu sluzbenu dozvolu preuzete iz dru-
gog izdanja britanskih smjernica, osim na mje-
stima gdje je naznaceno ,nezavisne preporuke
RG". Na tim su mjestima navedene nezavisne
preporuke RG zbog specifi¢tnosti opreme i po-
stupaka za izradu testa klorida u znoju u Hr-
vatskoj. Detaljnije informacije o preporukama
na neoznacenim mjestima nalaze se u britan-
skom izvorniku (21).

Nadalje, ¢lanovi RG pretrazili su biomedicinsku
bazu podataka MEDLINE pomocu PubMed tra-
Zilice, za razdoblje od 2013. do 2021. godine,
zaklju¢no s 01.02.2021.

Pretrazivanje je napravljeno s ciljem pronala-
Zenja relevantnih radova za sadrzaj preporuka
u razdoblju izmedu objavljivanja britanskih
smjernica 2014. i nacionalnih smjernica, kako

Zagreb, veljaca 2022.
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bi se one uskladile s najnovijim saznanjima i
preporukama.

U pretrazivanju su koristene sljedec¢e klju¢ne
rije¢i na engleskom jeziku: cystic fibrosis (cistic-
na fibroza), sweat test (test klorida u znoju),
sweat chloride (kloridi u znoju), conductometry
(konduktometrija) i biological variation (biolos-
ka varijacija).

Odabrani radovi su: nacionalne smjernice
stru¢nih drustva (12, 20), pregledni ¢lanak (14) i
presjecno istrazivanje (25).

Za pretrazivanje podataka na hrvatskom jezi-
ku koristen je Google pretrazivac (rujan-prosi-
nac 2019. godine).

Autori nacionalnih smjernica koristili su AGREE
metodologiju (engl. The Appraisal of Guidelines
for Research and Evaluation) gdje god je bilo
primjenjivo (26).

Nacionalne smjernice ¢e se poslati na elektro-
nicke adrese svih ¢lanova RG, stru¢nih drusta-
va i udruga koji su sudjelovali u njihovoj izradi i
podrzali njihovu zavrdnu verziju. Elektronicka
verzija nacionalnih smjernica bit ¢e dostupna
na internetskoj stranici HDMBLM-a.

FINANCIJSKE POSLJEDICE
STANDARDIZACUE TESTA KLORIDA

UZNOJU

Prema rezultatima anketnog istrazivanja ECFS-
a u 136 centara i laboratorija u Europi, u kojem
je sudjelovala i Hrvatska, kod vise od polovice
sudionika cijena testa klorida u znoju varira iz-
medu 20 i 100 eura (27). Hrvatski zavod za
zdravstveno osiguranje ugovorenim zdrav-
stvenim ustanovama refinancira troskove izra-
de u iznosu od 55,6 kn ili 7,5 eura (28). S obzi-
rom na to da standardizacija testa klorida u
znoju podrazumijeva i uvodenje komercijalnih
sustava i mjernih uredaja, moze se ocekivati
dodatno financijsko opterecenje zdravstvenog

Zagreb, veljaca 2022.

sustava u smislu izdvajanja za troSkove tog te-
sta. Njegova standardizacija treba osigurati
kvalitetni dijagnosticki postupak, smanijiti broj
lazno negativnih rezultata te potrebu za po-
navljanjem testiranja kod lazno pozitivhog na-
laza, $to bi u konacnici smanjilo ukupna izdva-
janja zdravstvenog sustava za dijagnozu CF.

SADRZAJ SMJERNICA

Novorodenacki probir na cisti¢nu
fibrozu i test klorida u znoju

Nacionalni program za rijetke bolesti 2015-
2020 Ministarstva zdravstva Republike Hrvat-
ske ukljucuje CF i prepoznaje da neke europ-
ske zemlje provode novorodenacki probir na
CF (13). Medutim, on za sada nije dio programa
novorodenackog probira u Hrvatsko;j.

Bududi da je test klorida u znoju nezaobilazan
za potvrdu rezultata novorodenackog probira
na CF, potrebne su sljedece preporuke:

« Pozitivni rezultat novorodenackog probira
na CF mora se potvrditi testom klorida u
znoju koji uklju¢uje Pli odredivanje koncen-
tracije klorida u znoju.

- Test klorida u znoju treba napraviti osoblje
(laboratorijsko ili odjelno/ambulantno) s
iskustvom testiranja dojencadi mlade od tri
mjeseca.

Indikacije za test klorida u znoju

Nezavisne preporuke RG

- Lije¢nik iz primarne zdravstvene zastite tre-
ba uputiti pacijenta sa sumnjom na CF na
dijagnosti¢ku obradu specijalisti za CF.

- Jednom kada se uvede nacionalni probir na
CF, sva novorodencad s pozitivnim rezulta-
tom probira trebaju biti upucena u Centar
za cisti¢nu fibrozu.
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Informiranje pacijenta i roditelja/

skrbnika o testu klorida u znoju

Prije testiranja pacijenti i roditelji/skrbnici
trebaju biti informirani o indikacijama za te-
stiranje i namjeni testa klorida u znoju.

MBL treba pripremi informativni sadrzaj o te-
stu klorida u znoju (nezavisne preporuke RG).

Primjer informativnog letka za test klorida u
znoju nalazi se u dodatku 3 i moze se prila-
goditi specificnostima MBL i/ili klinike gdje se
izvodi kloridi u znoj (nezavisne preporuke RG).

Pripremljenost pacijenta

za test klorida u znoju

Test klorida u znoju se preporucuje kod ter-
minskog novorodenceta koje je staro ba-
rem dva tjedna, tesko vise od 2 kg u vrijeme
testiranja, normalno hidrirano i bez znacaj-
ne sistemske bolesti.

Test klorida u znoju ne preporucuje se prije
sedmog dana zivota, pogotovo ne prije 48
sati zivota jer se u tom periodu moze oceki-
vati visoki udio neprihvatljivih rezultata Pl i
lazno povisenih koncentracija klorida u
Znoju.

Test klorida u znoju treba odgoditi kod ede-
matoznih ispitanika ili kod onih koji primaju
topiramat ili 9-alfa fludrokortizon.

Test klorida u znoju treba odgoditi kod ispi-
tanika koji su dehidrirani, pothranjeni, ne-
stabilnog klinickog statusa ili imaju ekcem
na mjestu stimulacije znojenja.

Test klorida u znoju se moze napraviti kod
ispitanika na terapiji flukloksacilinom.

Test klorida u znoju se ne preporucuje kod
ispitanika na oksigenoterapiji primjenom
maske sa rezervoarom (zvono za davanje ki-
sika). Ova preporuka se ne odnosi na oksi-
genoterapju kod djece primjenom nazalne
kanile ili obi¢ne maske za kisik.

Izrada testa klorida u znoju

Mjesta za izradu pilokarpinske
iontoforeze

Preporuceno mjesto za Pl je unutarnja stra-
na podlaktice.

Druga prihvatljiva mjesta su nadlaktica ili be-
dro ako su obje ruke ekcematozne ili su iz ne-
kog drugog razlog neprikladne za PI.

Nije dozvoljeno koristenje otopina za ispira-
nje koje sadrze klorid.

Dovoljno je napraviti PI samo na jednoj
podlaktici, osim kad se oCekuje uzorak s ne-
dovoljnom masom ili volumenom znoja,
ako je uzorak zagaden ili postoji neki drugi
opravdani razlog.

Pilokarpinska iontoforeza

Preporuke za in-house PI

Odabir supstanci za izradu otopina za in-ho-
use PI treba biti u skladu s monografijom
Europske farmakopeje (nezavisna preporu-
ka RG).

Izvor struje za Pl mora imati baterijsko na-
pajanje i zastitni prekidac koji ogranicava ja-
kost struje do maksimalno 5 mA.

Elektrode (minimalno dvije) za Pl moraju
biti od nehrdajuceg celika ili bakra, oblika i
veli¢ine takve da se mogu sigurno i bezbol-
no pricvrstiti na ispitanikovu podlakticu (ne-
zavisna preporuka RG).

- Elektrode se moraju redovito kontrolirati i

Cistiti.
Preporucena veli¢ina elektroda iznosi 3,75 x
3,75 cm (nezavisna preporuka RG).

Za poticanje znojenja treba koristiti otopinu
pilokarpin nitrata (2-5 g/L).

Zagreb, veljaca 2022.
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Veli¢ina filter papira ili gaze (koji ne sadrze
klorid) koji se koriste za poticanje znojenja
treba biti veca od povrsine elektroda (neza-
visna preporuka RG).

Elektrode s filter papirom ili gazom koji su
namoceni otopinom pilokarpin nitrata tre-
baju se ucvrstiti na podlakticu tako da se
onemogudi njihovo pomicanje (nezavisna
preporuka RG).

Maksimalna struja od 4 mA treba se aplicira-
ti barem tri minute, ali ne vise od pet minu-
ta.

Filter papir ili gaza (koji ne sadrze klorid) za
skupljanje znoja trebaju biti vedi od stimuli-
rane povrsine: na primjer, gazu ili filter papir
veli¢ine 5 x 5 cm treba koristiti za elektrode
3,75 x 3,75 cm (nezavisna preporuka RG).

Prije izrade PI, filter papir ili gaza trebaju se
staviti u prethodno oznacen i odvagan spre-
mnik. Za odvagu treba koristiti analiticku
vagu s ocitanjem na Cetiri decimalna mjesta.

Svaki spremnik s uzorkom znoja treba biti
oznacen bar kodom pacijenta ili nekim dru-
gim nacinom identifikacije (nezavisna pre-
poruka RG).

Prethodno odvagani filter papir ili gaza za
skupljanje znoja trebaju se staviti na mjesto
izrade PI Sto je prije moguce kako bi se one-
mogucdila kontaminacija ili evaporacija za
vrijeme skupljanja znoja.

Skupljanje znoj treba trajati 30 minuta.
Nakon skupljanja znoja, filter papir ili gaza
trebaju se vratiti u isti spremnik i dobro za-
tvoriti te poslati u MBL ako se PI radi u am-
bulanti ili dnevnoj bolnici (nezavisna prepo-
ruka RG).

Prije analize znoja potrebno je napraviti od-
vagu filter papira ili gaze sa skupljenim zno-
jem (nezavisna preporuka RG).

Uzorak znoja sakupljen s razli¢itih mjesta ne
smije se pomijesati i analizirati (nezavisna
preporuka RG).

Zagreb, veljaca 2022.

Korisnik mora napraviti verifikaciju instru-
menta, opreme i materijala koje koristi za Pl
(nezavisna preporuka RG).

Preporuke za Pl komercijalnom opremom

Komercijalni instrument koji sluzi kao izvor
struje mora imati baterijsko napajanje s au-
tomatskim sigurnosnim prekida¢em.

Za poticanje znojenja preporucuju se pilo-
karpinski gelirani diskovi koji sadrze pilokar-
pin nitrat koncentracije 2-5 g/L.

« Ne smiju se koristiti oSteceni pilokarpinski

diskovi (nezavisna preporuka RG).

- Preporucuje se koristenje komercijalnih jed-

nokratnih kolektora za skupljanje znoja.
Komercijalna oprema ili materijali za potica-
nje znojenja ili njihovi dijelovi ne smiju se
koristiti s in-house opremom za istu svrhu.

Stabilnost uzorka

Znoj skupljen komercijalnom opremom
moze se Cuvati tri dana na 2-8 °C u dobro
zatvorenom spremniku.

Znoj skupljen filter papirom ili gazom moze
se Cuvati maksimalno tri dana u dobro
zatvorenom spremniku na 2-8 °C.

- Masa skupljenog znoja mora biti u skladu sa

zahtievom o minimalnom intenzitetu
lu¢enja znoja od 1 g/m?/min.

Svaki MBL, ovisno o koristenoj opremi, tre-
ba odrediti minimalnu masu skupljenog
znoja koja je prihvatljiva za analiticku fazu
(prilog 4: ,l1zracun minimalne mase znoja”“)
(nezavisna preporuka RG).

Ne smije se analizirati skupljeni znoj mase
manje od minimalne mase.

Ne preporucuje se eluiranje znoja duze od
jednog sata (nezavisna preporuka RG).

Eluat sadrZaja znoja skupljenog na filter pa-
pir ili gazu treba promuckati prije analize.

10



01-2022/v.1.

Izrada testa klorida u znoju za dijagnozu cisticne fibroze

Analiza znoja

- U analizi znoja za dijagnozu CF kao analit se
preporucuje klorid.

+ Ne preporucuje se odredivanje osmolalno-
sti ili koncentracije natrija ili kalija u znoju.

- Kolorimetrija (kvantitativna), kulometrija i
ion-selektivne elektrode preporucene su
metode za analizu klorida u znoju.

- Konduktometrija nije prihvatljiva kao refe-
rentna metoda za dijagnostiku CF.

- Kod djece mlade od 3est mjeseci s normal-
nim nalazom konduktometrije treba napra-
viti test klorida u znoju koji ukljucuje odre-
divanje koncentracije klorida.

- Kada je nalaz konduktometrijske metode
pozitivan ili granican kod djece starije od
Sest mjeseci i odraslih, treba napraviti test
klorida u znoju koji uklju¢uje odredivanje
koncentracije klorida.

Preporuke za odredivanje koncentracije
klorida in-house metodom
(nezavisna preporuka RG)

 Merkurimetrijska titracija prema mikrome-
todi Schales-Schales prihvatljiva je analitic-
ka tehnika za odredivanje koncentracije klo-
rida u znoju ili eluatu znoja samo ako je vali-
dirana za analizu klorida u nativnom uzorku
ili eluatu znoja.

- Otopina Ziva nitrata koja se koristi za MMT
mora se sigurno ukloniti iz MBL-a prema
uputama za uklanjanje opasnog otpada.

Konduktometrija

Koncentracije klorida u znoju odredene Nano-
ductom ili nekim drugim instrumentom koji
koristi konduktometriju (mjerenje vodljivosti
elektrolita u znoju) u pravilu su vise od kon-
centracija klorida odredenih analitickim meto-
dama koje mjere samo koncentraciju klorida
(npr. kulometrija).

Autori britanskih i australskih smjernica za izra-
du testa klorida u znoju smatraju da kondukto-
metrija nije prihvatljiva za dijagnostiku CF (20,
21). Prema smjernicama za izradu klorida u
znoju Americkog instituta za klini¢ke i labora-
torijske standarde, ekvivalent NaCl > 50
mmol/L dobiven konduktometrijom treba biti
potvrden odredivanjem koncentracije klorida
u znoju (23).

Prema neobjavljenim podacima iz 2021. godi-
ne, Nanoduct je koristen na devet pedijatrij-
skih odjela i u jednom MBL-u u pet opcih bol-
nica, jednoj Zupanijskoj bolnici, dvije specijal-
ne bolnice i jednom klinickom bolnickom cen-
tru u vedini hrvatskih zupanija.

Kontrola kvalitete

- Kontaminirani ili evaporirani uzorci ne smiju
se koristiti za analizu (vidjeti u poglavlju o Pl).

« Linearnost analiticke metode mora biti u
rasponu koncentracija klorida kod zdravih
osoba i oboljelih od CF.

- Postupci izrade testa klorida u znoju moraju
biti dokumentirani u sustavu kontrole kvali-
tete u skladu s nacionalnim stru¢nim stan-
dardima (nezavisna preporuka RG).

- Unutarnja kontrola kvalitete (UKK) mora se
koristiti kod izrade svake serije uzoraka.

« Dozvoljeno je koristiti in-house UKK (nezavi-
sna preporuka RG).

- Za analizu svake serije uzoraka moraju se
koristiti tri koncentracijska nivoa UKK: nor-
malna koncentracija, < 30 mmol/L; grani¢na
koncentracija, 30-59 mmol/L; patoloska
koncentracija, = 60 mmol/L (nezavisna pre-
poruka RG).

+ Metode za odredivanje koncentracija klori-
da (ne odnosi se na konduktometriju) treba-
ju imati nepreciznost iz dana u dan nizu od
5% kod koncentracija izmedu 40 i 50 mmol/L.

Zagreb, veljaca 2022.
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- Konduktometrijska metoda treba imati ne-
preciznost iz dana u dan nizu od 2% kod
koncentracije 50 mmol/L.

- MBL mora sudjelovati u vanjskoj kontroli
kvalitete (VKK).

« Rezultati UKK i VKK dio su medicinske labo-
ratorijske dokumentacije i moraju se Cuvati
sukladno nacionalnim stru¢nim standardi-
ma (nezavisna preporuka RG).

Od 2015. godine, CROQALM osigurava nacio-
nalnu vanjsku kontrolu kvalitete za analiticku
fazu testa klorida u znoju u odvojenom modu-
lu, tri ciklusa godiSnje (jedan uzorak u svakom
ciklusu). U toj VKK sudjeluju svi MBL u Hrvatskoj
koji rade test klorida u znoju i izdaju njegove
rezultate. Izmedu 2015. i 2020. godine, kontrol-
ni materijal bila je nekomercijalna, vodena oto-
pina NaCl koncentracijskog raspona izmedu 20
i 100 mmol/L. Od 2021. godine koristi se ko-
mercijalna kontrola kvalitete. Izvjestaj VKK sa-
drzi graficke i tabularne prikaze, statisticku ana-
lizu rezultata prema Tukey metodi, kao i inter-
pretaciju prijavljenih koncentracija klorida (29).

- Fiziolo3ki neprihvatljive koncentracije klorida
>150 mmol/L ili >170 mmol/L (dobivene kon-
duktometrijom) ne smiju se izdati u nalazu.

+ U laboratoriju ili na mjestima izvan laborato-
rija gdje se radi Pl mora se pratiti ucestalost
uzoraka s nedovoljnom masom ili volume-
nom znoja, oni smiju imati udio do 10% u te-
stiranoj populaciji, iskljucujuci ponovljena te-
stiranja i djecu mladu od Sest mjeseci.

- Kod djece starije od Sest mjeseci udio nedo-
voljne mase ili volumena znoja trebala bi biti
manja od 5%.

+ Kod djece mlade od $est mjeseci udio nedo-
voljne mase ili volumena znoja ne smije biti
veci od 20%.

Udio nedovoljne mase ili volumena znoja treba
izraziti u postotku (%) u odnosu na ukupni broj
testova i prema operatoru koji radi Pl. Svi do-
kumenti o nedovoljnoj masi ili volumenu znoja

Zagreb, veljaca 2022.

moraju se Cuvati s ostalom dokumentacijom o
testu klorida u znoju. U prilogu 5 nalazi se po-
pis indikatora kvalitete izrade te pretrage.

- Testiranje se mora ponoviti ako rezultat ne
odgovara klinickom stanju ispitanika i/ili re-
zultatima genetickog ispitivanja.

 Popis mogucih razloga lazno pozitivnih i
lazno negativnih rezultata testa klorida u
znoju nalazi se u prilogu 6 (20).

- Nalazi testa klorida u znoju trebali bi se ra-
spraviti s klinicarima, pogotovo ako je po-
trebno ponoviti testiranje.

Referentni intervali i tumacenje
rezultata

Koncentracija klorida (kulometrija,
kolorimetrija i ion selektivne elektrode)

Nezavisna preporuka RG (12)

Normalna koncentracija < 29 mmol/L
Granic¢na koncentracija 30-59 mmol/L
PoviSena koncentracija = 60 mmol/L

Ekvivalenti NaCl
(konduktometrijska metoda)

Normalna koncentracija < 50 mmol/L
Grani¢na koncentracija 50-90 mmol/L
Povisena koncentracija > 90 mmol/L

Bioloska varijacija i klinicki
znacajna promjena

Nezavisne preporuke RG

- Laboratorij moze koristiti podatke o biolos-
koj varijaciji klorida u znoju iz baze podata-
ka koji su prikladni za testiranu populaciju.

- Laboratorij koji koristi standardizirani po-
stupak Pl i analize klorida u znoju moze ko-

12
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ristiti klinicki znacajnu promjenu u svrhu
procjene klinickog znacaja rezultata kon-
centracije klorida u znoja (25).

Sadrzaj i izgled nalaza

Nalaz treba sadrzavati informacije koje omo-
gucuju identifikaciju pacijenta, datum i vrije-
me testiranja te izdavanja nalaza, naziv analita
i vrstu uzorka iz koje je analit analiziran, rezul-
tat, analiticke jedinice i naziv koristene meto-
de, referentni interval, tumacenje rezultata i ra-
zlog zbog kojeg rezultat nije izdan.

- Sadrzaj i izgled nalaza iz MBL-a mora biti u
skladu s nacionalnim preporukama Radne
grupe za poslijeanalitiku HDMBLM-a (30)
(nezavisna preporuka RG).

« Masa ili volumen skupljenog znoja mora

biti naznacen na laboratorijskom nalazu (20)
(nezavisna preporuka RG).

Odgovornost za edukaciju i
testiranje

Pl'i analizu klorida u znoju smije raditi iskljuci-
vo educirano i iskusno osoblje.

- Svi postupci edukacije osoblja i njene pro-
cjene moraju biti definirani.

- Svi oblici edukacije osoblja moraju biti do-
kumentirani.

+ Educirani zdravstveni djelatnik treba napra-
viti minimalno 10 testiranja godisnje sa svr-
hom zadrzavanja vjestine izrade testa (ne-
zavisna preporuka RG).

Magistar medicinske biokemije, specijalist me-
dicinske biokemije i laboratorijske medicine, li-
jecnik i/ili specijalist laboratorijske medicine
odgovoran je za edukaciju i evaluaciju osoblja
koje radi test klorida u znoju u MBL-u, kao i za
kontrolu radnog postupka, uklju¢ujudi procje-
nu kontrole kvalitete i indikatora kvalitete,
izgled i izdavanje nalaza, kao i komunikaciju s

drugim specijalistima. Svaku fazu izrade testa
u MBL-u treba kontrolirati specijalist, ukljucuju-
¢i analizu neocekivanih rezultata i primjenu
popravnih radnji (nezavisna preporuka RG).

+ Ako se test klorida u znoju u potpunosti ili
djelomi¢no radi izvan MBL-a, magistar me-
dicinske biokemije, specijalist medicinske
biokemije i laboratorijske medicine, lije¢nik
i/ili specijalist laboratorijske medicine treba
nadzirati procjenu kontrole kvalitete (uklju-
Cujudi periodi¢ne revizije indikatora kontro-
le) i neocekivane rezultate, kao i primjenu
popravnih radnji (nezavisna preporuka RG).

- Lije¢nik ili medicinska sestra koji nadziru
izradu testa klorida u znoju, bilo da se u cije-
losti ili djelomi¢no radi izvan MBL-a, trebaju
dokumentirati zapise o edukaciji, evaluaciji i
osposobljenosti osoblja. Oni su odgovorni
za izradu testa u skladu s pisanim uputamai
pohranu podataka o izdavanju nalaza te
procjeni kontrole kvalitete (ukljucujuci pro-
cjenu udjela NKZ i neuspjesnih testiranja sva-
kog operatora) (nezavisna preporuka RG).

Nadzor nad primjenom nacionalnih
smjernica u medicinsko-

biokemijskim laboratorijima

Nacionalne smjernice pripremljene su u surad-
nji HDMBLM i Centra za cisti¢nu fibrozu djece i
odraslih, KBC Zagreb. Prije objavljivanja treba
ih ocijeniti Povjerenstvo za stru¢na pitanja Hr-
vatske komore medicinskih biokemicara, ali i
zainteresirano ¢lanstvo HDMBLM-a putem jav-
ne rasprave koju organizira HDMBLM.

PREGLED INADOPUNA PRVOGIZDANJA

Radna grupa planira pripremiti drugo izdanje
nacionalnih smjernica 10 godina od datuma
objavljivanja prvog izdanja.

Zagreb, veljaca 2022.
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Dijagram izrade testa klorida u znoju.

Informiranje pacijenata/roditelja/skrbnika

Pilokarpinska iontoforeza

'

Poticanje znojenja i skupljanje znoja

'

Odredivanje koncentracije klorida u znoju

|

Izdavanje nalaza

Pregled rezultata anketnog istrazivanja o prijeanalitickoj i analitickoj fazi testa klorida u znoju

Prijeanaliticka faza

U 2018. godini izrada Pl in-house priborom i
materijalima bio je rutinski postupak u devet
zdravstvenih ustanova, ukljucujudi Sest MBL-a i
tri pedijatrijske ambulante u sekundarnoj i ter-
cijarnoj zdravstvenoj zastiti. U jednom centru
koristen je Nanoduct. Podaci iz tog MBL-a nisu
uklju¢eni u prezentaciju rezultata.

U svim ustanovama poticanje znojenja i sku-
plianje znoja radilo se na unutarnjoj strani
podlaktice. U postupku poticanja znojenja svi
su koristili isti instrument (JOS Instruments, Hr-
vatska) koji nema mogucnost baterijskog na-
pajanja niti sigurnosni prekidac¢. U osam od de-
vete ustanova, za Pl su koristene dvije elektro-
de (JOS Instruments) u obliku narukvice Sirine
8 mm i podesive duzine 30 cm.

U osam od devet ustanova za poticanje znoje-
nja koriStena je in-house otopina pilokarpin
klorida. Sest od devet MBL-a koristilo je anali-
ticku vagu na Cetiri decimale.

U dvije od devet ustanova znoj je sakupljan fil-
ter papirom, ali niti jedna ustanova nije prijavi-
la koristenje preporucenih materijala koji ne
sadrze klorid; u preostalih sedam ustanova ko-
ristena je gaza za skupljanje znoja. Nakon sku-
pljianja znoja, u tri od devet ustanova koristeni
filter papir ili gaza spremani su u Petrijevu
zdjelicu, u tri ustanove u plasti¢ni spremnik, a
u preostale tri u stakleni spremnik. U tri od de-
vet MBL-a skupljeni sastav znoja eluiran je de-
stiliranom vodom minimalno 40 min, dok je u
preostalih Sest MBL-a eluiranje je trajalo do je-
dan sat. U tri MBL-a eluati su cuvani na 2-8 °C, u
Cetiri na 15-25 °C, dok u preostala dva centra
nisu ¢uvali. U upitniku se nije trazilo vrijeme
cuvanja eluata.

Do kraja 2019. godine, tri od devet ustanova
prijavile su nezeljene dogadaje koji su posljedi-
ca izrade PI. U osam od devet centara smatrali
su da instrument za PI nije prikladan za rad.

Zagreb, veljaca 2022.

17



01-2022/v.1.

Izrada testa klorida u znoju za dijagnozu cisticne fibroze

Analiti¢ka faza

Svi MBL-i odredivali su koncentraciju klorida u
znoju MMT prema mikrometodi Schales-Scha-
les. Osam od devet laboratorija koristilo je in-
house kalibrator, dok je jedan koristio komerci-
jalni kalibrator. Dva od devet laboratorija kori-
stila su kombinaciju komercijalnih i in-house
reagensa za MMT, dok je ostalih sedam koristi-
lo samo in-house reagense. Sedam od devet

TaBLIcA 1. Pregled rezultata anketnog istraZivanja

Postupak izrade testa klorida u znoju

MBL-a radilo je titraciju uzoraka u duplikatu.
Pet od devet laboratorija koristilo je UKK, ali svi
MBL sudjelovali su u sva tri ciklusa godisnje
CROQALM modula ,Kloridi u znoju”. Dva od tri
laboratorija takoder su sudjelovala u shemi
Randox International Quality Assessment Sche-
me za test klorida u znoju.

Broj MBL i pedijatrijskih ambulanta
(prijeanaliticka faza)
(Ukupni broj zdravstvenih ustanova = 9)

Prijeanaliticka faza

In-house materijali i oprema za PI
Unutarnja strana podlaktice kao mjesto za Pl
Nestandardizirani izvor napajanja
Dvije elektrode u obliku narukvice
Otopina pilokarpin klorida
Analiticka vaga na Cetiri decimale
Filter papir za skupljanje znoja
Gaza za skupljanje znoja

Cuvanije filter papira ili gaze
Petrijeva zdjelica s poklopcem
Plasti¢ni spremnik

Stakleni spremnik

Vrijeme eluiranja

Najmanje 40 min

Do jednog sata

Cuvanje eluata

2-8°C

15-25°C

Ne cuva se

N N OO 00 00 O WV O

w

N

Analiticka faza

Merkurimetrijska titracija
In-house kalibrator
Samo in-house reagensi

Titracija u duplikatu

N N 00 o

Kontrola kvalitete

Unutarnja kontrola kvalitete

Vanjska kontrola kvalitete

Zagreb, veljaca 2022.
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Primjer informativnog letka o testu klorida u znoju

Ovaj informativni letak namijenjen je pacijenti-
ma i roditeljima/skrbnicima djece koja su upu-
¢ena na test klorida u znoju.

Sto je test klorida u znoju?

Test klorida u znoju je jednostavan, neinvaziv-
ni postupak koji se sastoji do nekoliko faza: po-
ticanje znojenja, skupljanje znoja, i analize klori-
da u znoju. Testiranje je bezbolno, ali moze uzro-
kovati senzacije na mjestu poticanja znojenja.

Zasto se izvodi test klorida u znoju?

Na test klorida u znoju upucuju se djeca koja
cesto imaju proljeve ili infekcije diSnih puteva,
zatim ona koja ne dobivaju na tezini ili imaju
druge znakove cisti¢ne fibroze. Povisena kon-
centracija klorida u znoju moze govoriti u pri-
log cisti¢cne fibroze, ali kona¢nu dijagnozu
mora postaviti specijalist nakon razmatranja
djetetovih simptoma, rezultata drugih testira-
nja i povijest bolesti u uzoj obitelji.

Gdje i kada se radi test klorida u znoju?

Test klorida u znoju se uglavhom radi u
medicinsko-biokemijskom laboratoriju, na pe-
dijatrijskom odjelu ili ambulanti.

Testiranje se moze zakazati telefonom ili elek-
tronickom postom.

Sto je korisno znati prije testiranja?

Uspjesnost testiranja jako ovisi o stanju djeteta
i senzibiliziranosti roditelja/skrbnika na testira-
nje. Na dan testiranja, dijete smije uzeti 0,5-2
litre tekucine (ovisno o dobi).

Na dan testiranja dijete treba biti dobro hidri-
rano bez povisene temperature, edema ili cr-
venila koZe na obje podlaktice. Na dan testira-
nja na kozu ruku djeteta ne smije se nanositi
nikakva krema ili losion. Prije testiranja pozelj-
no je da dijete pojede uobicajeni obrok.

Kako se izvodi test klorida u znoju?
Test se izvodi u nekoliko faza:

Prva faza - poticanje znojenja

Unutarnja strana podlaktice ispere se destilira-
nom vodom i posusi.

Gaza ili filter papir se natope odredenom oto-
pinom i stave na kozu ispod dviju elektroda.
Potom se sve skupa ucvrsti. Elektrode su spo-
jene na izvor slabe struje koji omogucuje da se
koza oznoji na tom mjestu. Postupak traje pet
minuta, a za to vrijeme dijete moZe osjetiti la-
gano peckanje na mjestu poticanja znojenja.
Druga faza - skupljanje znoja

Nakon poticanja znojenja, gaza ili filter papir
se skidaju s podlaktice i koza se ispire destilira-
nom vodom. Mjesto poticanja znojenja moze
biti lagano crveno. Na mjesto poticanja znoje-
nja postave se filter papir ili gaza za skupljanje
znoja koje traje 30 minuta. U tom razdoblju di-
jete se moze kretati, igrati, jesti i piti. Ipak, sla-
ne grickalice se trebaju izbjegavati. Ako se te-
stiranje radi dojencetu, potrebno ga je dobro
utopliti. Kad zavrsi skupljanje znoja, filter papir
ili gaza uklanjaju se s djetetove podlaktice.

Analiticka faza

U laboratoriju se odreduje koncentracija klori-
da u skupljenom znoju.

Koliko dugo se Ceka na izdavanje nalaza?
Nalaz se uglavnom izdaje unutar 24 sata.
Informacije o rezultatima testiranja

Nalaz se upucuje elektronickim putem lijecni-
ku koji zatrazio izradu testa.

Dodatne informacije

Dodatne informacije moguce je dobiti telefo-
nom ili elektronickom postom. Rezultat testa
tumaci specijalist koji je zatrazio testiranje.

Zagreb, veljaca 2022.
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PRILOG 4.

Izra¢un minimalne mase znoja

Minimalna masa skupljenog znoja moze se izra¢unati prema sljedec¢oj formuli uz pretpostavku da
intenzitet znojenja iznosi 1 g/m?/min:

10 000 m (mg) 1 10 x m (mgq)
X X =

A (cm?) 1000 t (min) A (cm?2) x t (min)

A (cm?) X t (min)
m (mg) =

10

m - masa skupljenog znoja (mg)
t — vrijeme skupljanja znoja (t)

A - povrsina filter papira ili gaze za skupljanje znoja (cm?)

Primjer izracuna:

t =30 min

A =25 cm? (npr. gaza ili filter papir veli¢ine 5 x 5 cm)
m (mg) = 25 (cm?) x 30 (min) / 10 =75

Zagreb, veljaca 2022.
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Popis indikatora kvalitete izrade testa klorida u znoju

+ Rezultati UKK. + Rezultati VKK.

+ Nepreciznost iz dana u dan treba biti <5% « Postotak uzoraka s nedovoljnom masom ili
kod koncentracije klorida izmedu 40 i 50 volumenom znoja u testiranoj populaciji u
mmol/L. periodi¢noj analizi treba biti:

+ Nepreciznost iz dana u dan treba biti <2% < 5% kod djece starije od Sest mjeseci

kod koncentracije klorida od 50 mmol/L

< 20% kod djece mlade od Sest mjeseci
(konduktometrijska metoda).

< 10% u ciljanoj populaciji

- Postotak uzoraka s nedovoljnom koli¢inom
Znoja po operatoru.

PRILOG 6.

Popis mogucih razloga lazno pozitivnog i lazno negativnog rezultata testa klorida u znoju

- Nutricijski status i hidriranost pacijenta.

- Kontaminacija koze sredstvom koje sadrzi kloride.

- Nedovoljno ispiranje nakon PI.

« NeuspjeSno poticanje znojenja.

- Evaporacija znoja za vrijeme njegovog skupljanja ili vaganja.
+ Odabir neodgovarajuce analiticke metode.

 Nepravilno koristenje odabrane metode.

- Nedostatak vjestina za izradu odabrane metode.

Zagreb, veljaca 2022.
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PRILOG 7.

Popis kometara pristiglih na javnu raspravu i odgovor Radne grupe za standardizaciju testa

klorida u znoju

Kometari

str. 20., ZT (konacnoj verziji nacionalnih smjernica test klorida

u znoju) se ne moze odredivati novorodencadi tjelesne

mase manje od 3 kg (u tekstu je 2 kg). To mi je poznato iz

viSe izvora — 1. od pedijatara s kojima sam suradivala, pa i

od pedijatara iz Klinike za djecje bolesti i 2. iz dvije reference
(reference 2 i 36) koje smo citirali u radu Dodig S., Pavi¢ I. Kloridi
u znoju i sigurnost pacijenta. Paediatr Croat. 2018;62:156-161.
(rad $aljem u privitku, ako ga slu¢ajno nemate, a mozete ga i
citirati u popisu literature)

U Nacionalnim smjernicama ne spominju se vrijednosti klorida
kod odraslih osoba, sto bi bilo dobro dodati. Govorim iz iskustva
jer sam se kroz svoje 42 radne godine naznojila i djece i odraslih
koje su mi upucivali doktori iz KB Jordanovac. Kod tih pacijenata
cisti¢na fibroza nije bila prepoznata u djecjoj dobi nego tek

u odrasloj dobi. Podatke o vrijednostima u odraslih mozete
takoder pronaci u spomenutom radu.

Na str. 21. piSe u zadnjem retku da se Pl izvodi na unutarnjoj
strani podlaktice, dodala bih u zagradi (zapesca), jer su ondje
zlijezde znojnice najblize povrsini koze .

Mozda bi jos jace trebalo naglasiti da je izuzetno vazno da
poticanje znojenja i uzorkovanje znoja uz krevet bolesnika
provodi dobro educirano osoblje. Moje iskustvo je vrlo lose kad
su taj dio radile sestre na odjelu. One rade u smjenskom radu

i uvijek je neka druga u smjeni, a glavne sestre nisu bas bile
zainteresirane za taj dio posla. O tome pisete u Smjernicama, ali
mozda bi bilo dobro to jos jace naglasiti.

Nije jasno radi li se o smjernicama HDMBLM-a (odnosno RG
SZT) koju su odobrila i druga spomenuta stru¢na drustvaili je
smjernica nastala u suradniji (i s odobrenjem) svih navedenih
stru¢nih drustava kao zajednicka smjernica. Molim pojasniti u
tekstu.

Ako se novorodenacki probir za CF ne izvodi u RH, nije ga
potrebno spominjati.

U laboratorijskoj dijagnostici nije uobicajeno koristiti termin
dosljedno i/ili nedosljedno. Molim promijeniti (harmonizirano
ili ne, ili standardizirano ili ne). Osiguranje dosljednosti je u biti
harmonizacija samog postupka.

Potrebno je u uvodu naglasiti kako su smjernice nastale
(probirom literature, konsenzusom struc¢njaka u tom podrucju
itd.) i kome su one namijenjene.

Zagreb, veljaca 2022.

Odgovori Radne grupe SKZ

Preporuka o pripremljenosti pacijenta za znojni test (u konacnoj
verziji nacionalnih smjernica test klorida u znoju) glasi , Test
klorida u znoju se preporucuje kod terminskog novorodenceta
koje je staro barem dva tjedna, tesko vise od 2 kg u vrijeme
testiranja, normalno hidrirano i bez znacajne sistemske bolesti”.
Ona je preuzeta iz drugog izdanje britanskih smjernica na kojima
se temelje nacionalne smjernice, kako je navedeno u poglavlju
Smijernice za izradu znojnog testa (testa klorida u znoju).

U nacionalne smjernice u poglavlju Analiza znoja unesena je
korekcija o vrijednostima klorida kod odraslih osoba.

Mjesto izrade Pl preuzeto je iz drugog izdanja britanskih
smjernica na kojem se temelje predlozene nacionalne smjernice.

U sazetku i uvodu nacionalnih smjernica te u samom sadrzaju
preporuka naglasava se znacaj educiranosti osoblja i vjestine u
izradi test klorida u znoju (znojnog testa). Osim toga poglavlje
Odgovornost za edukaciju i testiranje posveceno je edukaciji i
nadzoru testiranja izvan laboratorija.

Nacionalne smjernice nastale su u suradnji RG za standardizaciju
testa klorida u znoju koja uklju¢uje ¢lanove HDMBLM iz
laboratorija u kojima se radi test klorida u znoju (unutar
CROQALM mreze) i specijalistu za cisti¢nu fibrozu iz Centra za
cisti¢nu fibrozu, KBC Zagreb

Zavr$nu verziju smjernica podrzala su drustva i udruge koji su
navedeni u Zahvali.

Test klorida u znoju je obavezni dio novorodenackog probira
na cisti¢nu fibrozu. Zbog toga je potrebno spomenuti
novorodenacki probir u kontekstu testa klorida u znoju.

Navedeni termin je nuzan u kontekstu neuskladenosti izrade
znojnog testa.

Proces nastajanja smjernica i njihova namjena navedeni su u
uvodnom dijelu.
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Kometari

Str. 10-12: U ovom se poglavlju nepotrebno opisuje nacin
izvodenja znojnog testa (odnosi se i na prilog 1). Treba imati

na umu da laboratoriji koji ZT (test klorida u znoju u zavr$noj
verziji nacionalnh smjernica) izvode poznaju predanalitiku,
analitiku i postanalitiku samog testa. Dodatno, nije jasno
odnosi li se opis na preporuceni postupak ili opcenito na nacin
poglavlje ako nije rije¢ o specificnim preporukama. Takoder, str.
12: ,Glavni cilj Nacionalnih smjernica za izradu znojnog testa
(NSIZT) u dijagnostici CF je standardizacija ZT-a u zdravstvenim
ustanovama u Hrvatskoj, osiguravanje kvalitetnog i
ujednacenog postupka neovisno o mjestu izrade ZT, te toc¢nost
u izvjestavanju rezultata i njihovom tumacenju.” - je pitanje
standardizacija ili harmonizacija ZT-a.

Podrska struc¢nih drustava i udruga
Navesti ukratko u uvodu ili zahvalama na kraju teksta.

Preporuke je potrebno jasno istaknuti te numerirati radi lakseg
pracenja i snalazenja u rutinskom radu. Radi lakSeg pracenja,
preporuke bi trebalo podijeliti na predanaliticku, analiti¢cku

i poslijeanaliticku fazu (te su se faze prethodno u tekstu
spominjale). Svaka preporuka bi trebala sadrzavati kratko
objasnjenje. Ako je preuzeta iz ve¢ publicirane preporuke
(strane), potrebno je jasno navesti referencu iz koje je preporuka
preuzeta.

+Primjer informativnog letka za ZT (test klorida u znoju u
konacnoj verziji smjernica) nalazi se u dodatku 3.” — u dodatku
3 je naveden primjer informativnog letka za ZT. Tko ga sastavlja
i tko ga distribuira? Moze li se primjer informativnog letka
prilagoditi potrebama pojedinacnog laboratorija?

Str. 25 i dalje do str. 27 (kontrola kvalitete): Preporuke za analizu
znoja, odnosno odredivanje klorida u znoju (ako se ono jedino
preporuca) trebale bi biti jednoznacne i nedvojbene.

Str. 28: Detaljan opis nacionalne VKK i koristene statisticke
obrade podataka nije u skladu s ciljem dokumenta. Potrebno je
propisati preporucenu vrstu uzorka i preporucenu ucestalost te
nacin dokumentiranja rezultata za UKK i VKK.

Sugestija Povjerenstva za stru¢na pitanja HKMB — razmotriti
,promjenu naziva znojni test u test klorida u znoju”.

Odgovori Radne grupe SKZ

Obzirom da se radi o specificnim smjernicama koje su
namijenjene laboratorijskom osoblju i osoblju na pedijatrijskim
klinikama (u nekim hrvatskim zdravstvenim ustanovama
pilokarpinska iontoforeza izvodi se izvan laboratorija), smatramo
da je ovo poglavlje potrebno. Takoder, zadrzava se termin
standardizacija kako je objasnjeno na kraju poglavlja o ciljevima
smjernica. Prilog 1. kratki je dijagram izrade testa klorida u znoju
i uveden je u smjernice na prijedlog recenzenta.

Podrska struc¢nih drustava i udruga premjestena je na kraj teksta
pod zahvale.

U tekstu je navedeno da su nacionalne smjernice sazete
preporuke koje su preuzete iz drugog izdanja britanskih
smjernica osim na mjestima gdje je naznaceno ,nezavisne
preporuke RG” (str 17). S obzirom na to da je testiranje zahtjeva
manualnu vjestinu pogotovo u predanalitickoj fazi, misljenja
smo da je potrebno iscrpno opisati svaki korak u njegovoj
izradi $to moze dovesti do odstupanja od uobicajenog nacina
organizacije teksta u ¢asopisu Biochemia Medica.

U sadrzaju smjernica navedene su izmjene da informativni letak
sastavlja medicinsko-biokemijski laboratorij i da se primjer tog
letka moZze prilagoditi potrebama pojedinacnog laboratorija.

Komentirani dio preporuka je preuzet iz ve¢ spomenutih
britanskih smjernica i revidiran prije prihvacanja u casopisu
Biochemia Medica.

Opis vanjske kontrole kvalitete navodi se u medunarodnim
smjernicama za test klorida u znoju pa smo misljenja da ga je
potrebno, pogotovo jer je jedan od CROQALM modula.

Naziv ,test klorida u znoju” u hrvatskoj verziji nacionalnoj
smjernica zamijenio je prethodni naziv ,znojni test” na svima
mjestima u naslovu, sadrzaju i prilozima. Sugestija je prihvac¢ena
jer predlozeni naziv odgovara u rutinskom radu udomacenom
terminu za tu pretragu.

U engleskoj verziji nacionalnih smjernica koristen je engleski
naziv ,sweat test” u kontekstu dijagnostike cisti¢ne fibroze kako
je navedeno i u medunarodnim smjernicama za dijagnozu te
bolesti.

Zagreb, veljaca 2022.
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Dragi ¢lanovi,

Hrvatsko drustvo za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu definiralo je unaprjedenje
kvalitete laboratorijskog rada u Hrvatskoj kao jedan od svojih glavnih strateskih ciljeva. U tu svrhu

osnovan je velik broj Radnih grupa diji je cilj promicanje harmonizacije i standardizacije laborato-
rijskih postupaka u svim fazama laboratorijskog rada.

Kao rezultat rada Radne grupe za ekstravaskularne uzorke HDMBLM-a nastale su ove preporuke,
a jos je nekoliko dokumenata u pripremi te ¢e uskoro biti dostupne svim ¢lanovima Drustva.

U nadolaze¢em razdoblju najavljujemo:

Preporuke za postupanje s hemoliti¢nim, lipemicnim i ikteri¢nim uzorcima
Preporuka za obradu mokrace
Preporuke za odredivanje antitijela na citoplazmu neutrofilnih granulocita (ANCA)

Preporuke za pretrage uz bolesnika

HDMBLM
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