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1.UVOD

Laboratorijske pretrage obuhvacaju mjerenje razliitih sastojaka krvi i drugog bioloSkog
materijala, a razlozi trazenja laboratorijskih pretraga su brojni, od prepoznavanja ranih
znakova bolesti, postupaka postavljanja dijagnoze i procjene jacine bolesti, pra¢enja razvoja
bolesti i uéinka lije¢enja. (1)

Sedimentacija eritrocita (SE) i C-reaktivni protein (CRP) su jednostavne, brze i neinvazivne
laboratorijske pretrage, primjenjuju se za otkrivanje ili pracenje pacijenata sa sumnjom na
upalnu bolest. Odabir jedne ili druge pretrage u dijagnostickom procesu ovisiti o tome jeli
njihova dijagnosti¢ka vrijednost u odredenom sluéaju podjednaka. (1)

SE je jedna od najstarijih laboratorijskih pretraga kod koje brzina sedimentiranja ovisi 0
obliku i broju eritrocita, te sastavu plazme. SE je poviSena u nekim fizioloskim stanjima
kao u trudnoci, a u brojnim patoloSkim stanjima povezana je najcesce s upalom, anemijom,
paraproteinemijom, povecanom koncentracijom fibrinogena, prisustvom hladnih aglutinina.
Referentni interval za SE varira ovisno o dobi, spolu i godinama a krece se od < 15 mm/h
do <49 mm/h. (2)

Molekularni mehanizam koji vodi do promjena u procesu sedimentiranja eritrocita u krvi
nije u potpunosti razjasnjen, ali povecane vrijednosti SE su povezane s infektivnim

bolestima, upalnim bolestima, reumatodnim artritisom, autoimunim bolestima, nekrozi tkiva.

(2)

CRP je najznacajniji biljeg akutnoga upalnoga odgovora, osjetljiviji je od SE, u dobroj je
korelaciji s teZinom i opsegom upale. Referentne vrijednosti kod zdrave populacije imaju
,,skewed , tj. iskrivljenu distribuciju, a ne Gausovu, a kao i kod SE vrijednosti rastu s
godinama. ( 3)

Otkrice i potvrda dijagnosti¢kog znacaja CRP-a, kao markera upale, i razvoj automatiziranih
analiti¢kih postupaka u pocetku istiskuju SE, kao jednu od najstarijih laboratorijskih pretraga
u dijagnostickom postupku, ali s vremenom se ponovno uocava znacaj odredivanja SE u
brojnim stanjima i bolestima. ( 1) CRP brze reagira u akutnoj upali a prikladna je pretraga
za pracenje odgovora na terapiju. Unato¢ miSljenju da promjene vrijednosti SE i CRP u
podlozi imaju sli¢nu patofizioloSku osnovu, poznate su razlike u vrijednostima izmedu ova
dva analita za istu bolest. Razlikama doprinose djelomi¢no serumski albumin, bubrezne

bolesti, anemija, upalne bolesti. (4)
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Visoko osjetljiva metoda odredivanja CRP-a (engl. ,high-sensitivity CRP*, hs-CRP),
primijenjena u nisko riziénim skupinama (osobe bez povijesti hiperlipidemije, hipertenzije,
familijarne bolesti koronarne bolesti srca, Sec¢erne bolesti, nepusaci) upucuje na potrebu
odredivanja ovog analita kod odredivanja relativnog rizika budu¢ih kardiovaskularnih
dogadaja. (5)

Medu proteinima akutne faze upale koji se u laboratorijskoj dijagnostici ubrajaju u rutinske
pretrage, mjerenje koncentracije, CRP je najces¢e. SE nije specificna za akutnu fazu upale
a na rezultat utjeu hematokrit, oblik i veli¢ina eritrocita, proteini koji nisu odgovor akutne
faze, kao npr. imunoglobulini. Ipak, brojne studije su dokazale znacaj odredivanja SE kao
markera bolesti u odnosu na CRP, a u pozitivne osobine se ubrajaju i dodatna saznanja o
anemiji, imunom statusu, upali. (6)

U laboratorijskoj dijagnostici poznavanje znacajki metoda za odredivanje SE i1 CRP-a
podrazumijeva odabir prikladnog uzorka i metode te poznavanje prednosti i nedostataka
razli¢itth metoda. Dostupnost brojnih metoda i tehnika odredivanja otezava usporedbu
rezultata. Standardizacija nije u potpunosti provedena tako da i referentni intervali variraju

medu laboratorijima. (6 )

1.1. SEDIMENTACIJA ERITROCITA

Sedimentaciju eritrocita prvi je opisao i upozorio na klini¢ku vaznost poljski lije¢nik Edmund
Faustyn Biernacki 1897. godine, medutim, otkrice je ostalo nepoznato §iroj javnosti (2).
Metodu je znanstvenom svijetu predstavio Svedski hematolog i patolog Robert Sanno
Fahraeus tek 1918. godine koji je ovu tehniku u pocetku koristio kao test za trudnoéu.
Svedski lije¢nik AIf Vilhelm Albertsson Westergren pratio je promjene kod pacijenata s
tuberkulozom pluca, i sli¢no kao i njegovi prethodnici opisao je fenomen sedimentacije
eritrocita, te primijenio test koriste¢i natrijev citrat kao antikoagulans. Westergren je
definirao standardni test za odredivanje SE. Sedimentacija eritrocita je i danas jedna od
najéeSce upotrebljavanih pretraga u laboratoriju za mjerenje aktivnosti bolesti, te pracenje

upalnih stanja u klini¢koj medicini. (2)
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1.1.1. OSOBITOSTI TESTA SEDIMENTACIJE ERITROCITA

Eritrociti se u normalnim uvjetima medusobno odbijaju. Sijalinska Kiselina se nalazi na
membrani eritrocita i §titi stanicu od ubrzane agregacije. Djelovanju odbojnih sila doprinosi
negativan naboj koji nastaje zbog prisutnosti karboksilne grupe sijalinske kiseline u stani¢noj

membrani. Naboj stvara odbojni elektri¢ni zeta potencijal izmedu stanica (Slika 1.1.). (7))

Eritrocitna membrana |-~ -+ 7 T =+

Kompaktni sloj 4.
Zajednicki zeta +

potencijal izmedu \
slojeva Difuzni sloj 1 +

Slika 1.1. Shematski prikaz zeta potencijala. Eritrociti (negativni naboj) u otopini
preraspodjelom naboja stvaraju ionski dvosloj s razlikom potencijala oznatenom kao zeta

potencijal (osjencano).

U upalnim stanjima se pojacano sintetiziraju proteini akutnog odgovora upale, te fibrinogen
i/ili imunoglobulini. Te bjelancevine inhibiraju zastitno djelovanje sijalinske kiseline na

povrsini eritrocita, pa oni brze sedimentiraju u in vitro postupku. ( 7)

Proteini velike molekularne mase povecavaju viskoznost Krvi, te ubrzavaju proces
»sljepljivanja“  eritrocita. Novonastali agregati ubrzano sedimentiraju. Takvi agregati
eritrocita opisani su kao ,rouleaux* oblici eritrocita (Slika 1.2.). Fibrinogen kao
najzastupljeniji reaktant akutne faze ima najveci ucinak na povecanje SE. U patoloskim
stanjima kao §to su multipli mijelom ili Waldenstromova makroglobulinemija paraproteini (

pozitivno nabijene molekule ) su prisutni u vecini, ubrzano stvaraju ,,rouleaux* formacije,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7556371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7556371

raste sedimentacija i povecava se viskoznost krvi. Uloga albumina, najzastupljenijeg proteina

plazme na sedimentaciju i agregaciju eritrocita je i dalje kontroverzna. (7 )

Reaktanti akutne faze
Imunoglobulini

\
=
U

Albumini

=

ERITROCITI

ROULEAUX FORMACIA

Slika 1.2. Nastajanje ,,rouleaux” oblika eritrocita poti¢u proteini akutne faze i imunoglobulini

a ometa albumin. O brzini nastajanja ,,rouleaux‘ oblika ovisi SE

O utjecaju humanog albumina na brzinu sedimentacije eritrocita uéinjena su brojna in vitro
istrazivanja. Tako su Reinhart i suradnici u svom eksperimentu koristili plazmu obogacenu
fibrinogenom, plazmu pacijenta s hipoalouminemijom, plazmu s otopinom dextrana 70 u
puferu, te mjesavinu plazme fibrinogena, imunoglobulina i albumina u puferu. SE su
odredivali Westergren metodom. Rezultati istrazivanja su pokazala da se SE dodatkom
albumina ili otopine dextrana u puferu smanjuje, dok dodatak mjesavine fibrinogena,

imunoglobulina i albumina poveéava sedimentaciju eritrocita (7).
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1.1.2. PRIMJENA SEDIMENTACIJE ERITROCITA

Ograni¢ena analitiCka specifi¢nost i osjetljivosti te nepotpuna standardizacija metoda
odredivanja otezavaju usporedbu rezultata u pracenju rezultata razlicitih laboratorija.
Uvodenjem automatizirane sedimentacije, mogu se standardizirati uvjeti odredivanja
(temperatura, vrijeme), ali primjena razli¢itih tehnika mjerenja brojnih proizvodaca
onemogucéava potpunu standardizaciju metoda(8). Unato¢ ograni¢enoj dijagnosti¢koj
osjetljivosti odredivanje SE i dalje nalazi primjenu u dijagnostici upalnih stanja. Istrazivanja

pokazuju da se povisena razina SE zadrzava sve dok traje upalni proces (2,9).

1.2. C- REAKTIVNI PROTEIN

C-reaktivni protein (CRP) je filogenetski dobro oc¢uvan protein plazme koji sudjeluje u

sistemskom odgovoru organizma na upalu kod kraljeznjaka i bezkraljeznjaka (3).

CRP su otkrili 1930. godine William Tillett i Thomas Francis u serumu pacijenta oboljelog od
pneumonije, a CRP je izoliran 1941. godine (5). Naziv C-reaktivni protein nastaje zbog
njegove sposobnosti reagiranja sa C-polisaharidom izoliranim iz stani¢ne stijenke
Pneumoccoca (5). Prve laboratorijske metode odredivanja CRP-a su bile kvalitativne i
primjenjivale su se do 1970. godine kada je dostupnost metode za izolaciju i identifikaciju
C- reaktivnog proteina, omogucila $iru primjenu kvantitativnog mjerenja koncentracije CRP-
a. (1). Znacajno povecanje vrijednosti CRP-a u krvi, ako je rije¢ o akutnoj upali, iznosi oko

6-12 (10) sati, a vrijednosti mogu biti povecane do 2000 puta (4, 10).

1.2.1. OSOBITOSTI DIJELOVANJA C- REAKTIVNOG PROTEINA

CRP je graden je od 5 identi¢nih, neglikoziliranih podjedinica sastavljenih od jedinstvenog

polipeptidnog lanca od 206 aminokiselina (Slika 1.3.) (4).
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Molekularna masa CRP-a je 118 kDa. Sintetizira se u jetri ( u normalnim fiziolo§kim uvjetima
1-10 mg/dan, a u akutnoj fazi upale > 1g/dan ) nakon indukcije citokina,te interleukina 6 (1L
6). (Slika 1.4.).

Slika 1.3. Kristalografska struktura kompleksa C-reaktivnog proteina

Nedavna istrazivanja su pokazala da se CRP moze sintetizirati i u nehepaticnom tkivu. Dva
provedena istrazivanja su pokazala da se CRP sintetizira u epitelnim stanicama respiratornog
trakta, te u stanicama bubreznog epitela. Neuralne stanice takoder imaju sposobnost sinteze

C- reaktivnog proteina u patoloskim neurodegenerativnim promjena kao $to je Alzheimerova
bolest (5).

7L 7L LTl

STANJE
METABOLIZMA

HORMON!I

CRP

Slika 1.4. Utjecaj citokina na sintezu CRP-a
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U odsutnosti IL-6 sinteza CRP-a se smanjuje na fizioloSku vrijednost za 2-4 sata .

Koncentracija IL-6 je povecana u plazmi u upali. (4)

1.2.2. PRIMJENA C- REAKTIVNOG PROTEINA

CRP djeluje u neadaptacijskom obrambenom mehanizmu, opsonizacijom napada
mikroorganizme i potpomaze fagocitozu. U prisutnosti kalcijevih iona CRP moze vezati
polisaharide iz vecine bakterija, gljivica i parazita kao i raspadne produkte nekrotiziranih
stanica. Veze se za fosforilkolin i fosforiletanolamin te polisaharide bakterija iz oSte¢enog
tkiva, aktivira klasi¢ni put komplementa koji po¢inje sa Cl1q komponentom komplementa.
Veze se na receptore limfocita. U organizmu ga na mjestu upale razgraduju proteaze.

Bioloski je poluvjek 19 sati , ali nakon vezanja s ligandom, poluvijek se skracuje. (4)

11



2. TEHNIKE I METODE ODREDPIVANJA SE i CRP-a U
LABORATORIJSKOJ DIJAGNOSTICI

Tehnoloski napredak i znanstvena otkri¢éa u podrucju bioloskih znanosti, unaprijedili su sva
podrucja laboratorijske dijagnostike. Uvodenjem automatizacije, kroz upravljanje strojevima,
procesom ili sustavom koji zamjenjuje ljudski rad, pacijent do laboratorijskoga nalaza dolazi
u vrlo kratkom vremenu, a u analitickom postupku se primjenjuju pretrage s visokom
analitickom 1 dijagnostiCkom osjetljivosti 1 specifi¢nosti. Na taj se nacin osigurava

pravovremena zdravstvena zaStita svim pacijentima. ( 6)

2.1. LABORATORIJSKE METODE ZA ODREDIVANJE SE

U proslosti, dvije naj¢esc¢e upotrebljavane metode za mjerenje sedimentacije eritrocita su bile
Westergren-ova i Wintrobe-ova metoda, koje su za uzorak koristile krv sa citratom kao
antikoagulansom. Proces sedimentiranja stanica se odvija u graduiranoj staklenoj epruveti u
okomitom polozaju. Nakon jednog sata ocCita Se stupac sedimentiranih eritrocita i izrazi se
kao visina sedimentiranih eritrocita (mm/h). S vremenom, metode su se razvijale i
usavrSavale, tako da  danas u laboratorijskoj dijagnostici koristimo preporu¢enu
Westergrinovu metodu i automatiziranu sedimentaciju. Automatizirane metode, najcesce
koriste laserski princip mjerenja, tj. ocitavanja rezultata, koji biljeZi promjene u optic¢koj

gustoci uzorka, te ih pretvara u rezultat. (6)

2.1.1. TIJEK REAKCIJE SEDIMENTIRANJA ERITROCITA

SE je direktno proporcionalna tezini stani¢nih agregata U prvih 10 minuta od pocetka
mjerenja stvaraju se ,,rolueaux* oblici eritrocita i sedimentiranje se odvija sporije. Sljedecih
40 minuta nastavlja se kontinuirano proces sedimentiranja agregata, a zadnjih 10 minuta
sedimentiranje se usporava. Po isteku vremena u graduiranoj epruveti se vide razdjeljeni
slojevi plazme 1 stanica (leukocita, trombocita, eritrocita) kao Sto je prikazano na slici 2.1.

(11)
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‘ SLOJEVI ‘

l

sloj plazme
stani¢ni sloj
hematokrit

<:—‘ ‘Plazma ‘
<:| ‘Leukocitiitrombociti ‘

<: | Eritrocit |

Wintrobe epruveta

Slika 2.1. Prikaz razdjeljenih slojeva u procesu sedimentacije

Na rezultate se SE utjeCu brojni ¢imbenici koje mozemo grupirati prema fizioloskim

osobitostima i laboratorijskim analitickim specifi¢nostima (Tablica 2.1.). (12)

Tablica 2.1. Utjecaj razli¢itih ¢imbenika na laboratorijski nalaz

FizioloSki ¢imbenici Laboratorijski u€inci
plazmatski ¢imbenici Temperatura

ucinak eritrocita Vrijeme

,,rouleaux oblici Antikoagulans

Dob ucinak epruvete za sedimentaciju
Spol Vibracija

trudnoca izloZenost svjetlosti

Metode za odredivanje sedimentacije djelimo na manualne i automatizirane. ( 12 )
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2.1.2. MANUALNE METODE ZA ODREDIVANJE SE

Uzima se uzorak venske krvi sa antikoagulansom EDTA, te se razrjeduje sa natrij citratom u
omjeru 4:1. Zatim se uzorak prenese u staklenu epruvetu debljine 200 mm s unutarnjm
promjerom od 2,5 mm u okomiti polozaj, na sobnu temperaturu, zasticenu od sunceve
svjetlosti. Po isteku jednog sata kao SE se mijeri udaljenost od meniskusa do vrha stupca

eritrocita, te se izrazava u mm na sat (12).
Sustav Internacionalnih jedinica preporuca izrazavanje SE u mm/ks

2.1.2.1. Westergrenova metode
Referentna metoda za odredivanje sedimentacije eritrocita je Westergrenova metoda,
ustanovljena 1973. godine od strane Internacionalnog odbora za standardizaciju u
hematologiji, (engl. International Council for Standardisation in Haematology, ICSH)
Westergren metoda zahtjeva prikupljanje venske krvi pacijenta. Uzorak krvi na sobnoj
temperaturi moze stajati 2 sata, a na temperaturi od + 4 °C i do 6 sati. U ovom slucaju
govorimo o mjerenju eritrocita pod utjecajem gravitacije. DosadaSnja iskustva i istrazivanja

su pokazala da na odredivanje SE utjecu brojni ¢imbenici:

temperatura

razrijedenje (ukoliko se kao antikoagulans koristi Na citrat)
nizi hematokrit, < 0,35

neodgovaraju¢i materijal od kojeg su napravljene epruvete
vibracije

direktna izloZenost suncevoj svjetlosti

unutras$nji ¢cimbenici (karakteristike uzorka)

nepravilan poloZaj epruvete

© o N o gk~ wDh -

nejednak promjer epruvete ( mijenja sedimentaciju)

Westergren metoda podrazumijeva upotrebu staklenih epruveta, duzine 200 mm, promjera
2.65+/- 0.15mm. (12)

1. Porast temperature uzrokuje smanjenje viskoznosti, S§to dovodi do povecanja
sedimentacije eritrocita. Porast temperature za jedan stupanj smanjuje viskoznost krvi za
3%.(12)
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2. Westergren metoda podrazumijeva upotrebu isklju¢ivo EDTA kao antikoagulansa te se
tako izbjegava ulinak razrjedenja na rezultat, dok upotreba natrij citrata kao
antikoagulansa za pripremu uzorka, dovodi do ucinka razrjedenja uzorka, $to direktno
utjee na rezultat. (12)

3. Visoka vrijednost hematokrita podrazumijeva nizu razinu sedimentacije eritrocita i
obratno, niska vrijednost hematokrita podrazumijeva visoku. Po preporuci Instituta za
klinicki i laboratorijski standard (engl. Clinical and Laboratory Standards Institute,
CLSI) za vrijednost hematokrita < 35 % vrsi se korekcija rezultata prema Fabry-evoj

formuli:

WGx15 s
55-HCT 6303

(WG - ocitana vrijednost SE po Westergrenu; HCT — vrijednost hematokrita) ( 12 )
Slika 2.2. Formula za izraCunavanje korigirane vrijednosti sedimentacije eritrocita (primjer)

4. Upotreba plasticnih graduiranih epruveta umjesto staklenih , uzrokuje elektrostaticke
interakcije izmedu eritrocita. Plastika ima izrazenu osobinu adhezije $to utjeCu na proces
sedimentacije eritrocita. ( 12)

5. Vibracija moze ozbiljno poremetiti reproducibilnost rezultata. To je jo§ viSe izraZeno,
ukoliko utjecaj vibracije nije stalan ve¢ povremen. (12

6. Direktan utjecaj sunceve svjetlosti na stalak sa epruvetama, dovodi do povecane

vrijednosti sedimentacije eritrocita (utjecaj temperature). (12)

Pored nabrojenih ¢imbenika koji utjeCu na sami postupak rada znacajno je izrazen i1 problem
kalibracije. Po ICSH-u Westergren metoda se ne moze kalibrirati. Zbog svega gore
navedenog, proizvodac¢i komercijalnih epruveta 1 raznih sistema za odredivanje

sedimentacije, su ove proizvode okarakterizirali kao semikvantitativne (8, 9).
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Slika 2.3. Postupak odredivanja sedimentacije eritrocita manualnom metodom i prikaz

rezultata kod 3 pacijenta (vizualno ocitavanje moze utjecati na rezultat)

2.1.2.2. Wintrobeova metoda

Wintrobeova metoda se koristi sli¢nim postupkom kao i Westergrenova. Osnovna razlika je
u graduiranoj epruveti, koja je krac¢a i manjeg promjera. U epruvetu se stavlja krv sa EDTA
antikoagulansom bez dodatnog razrjedenja, te se nakon sat vremena u milimetrima mjeri
razina sedimentiranih eritrocita. U stanjima kao $to je anemija s smanjenom vrijedno$éu
hematokrita, potrebno je korigirati rezultat jer ono moze biti lazno povecan (razlike u
epruveti). Wintrobe metoda je manje osjetljiva te se predlaze uporaba Westergren metode u

standardnom laboratorijskom radu (9, 13).

Modificirana Westergren metoda se danas najc¢esce upotrebljava u laboratoriju. Primjenjuje se
zatvoreni sustav sa automatskim punjenjem epruveta za jednokratnu uporabu i unaprijed

pripremljenim diluentima. Na taj se nadin smanjuje moguénost kontaminacije, te se ujedno
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poveéava sigurnost zdravstvenih djelatnika. Isto tako se koriste obiljezene epruvete koje

povecéavaju to¢nost i reproducibilnost rezultata. (9)

2.1.2.3. Zeta Sedimentacija

Zeta sedimentacije je tehnika kojom se indirektno odreduje reakcije akutne faze upale.
Uzorak krvi se uzima u kapilarnu cjevcicu veli¢ine 75 x 2 mm koja se smjesta okomito U
posebnu centrifugu, zetafugu. Centrifugiranje se provodi 45 sekundi na 400 rpm-a. Nakon
svakog okretaja u centrifugi, cjevCica Sse rotira za 180° oko okomite osi. Nakon
centrifugiranja, pod utjecajem gravitacijske i centrifugalne sile, na silaznom cik-cak putu
sedimentiraju se eritrociti. Za provodenje testa je potrebno 5 minuta. Veli¢ina zbijanja
eritrocita izrazava se kao zetakrit, a dobiva se dijeljenjem visine nastalog sedimenta sa
visinom razine ukupne krvi. Takoder se mjeri i razina hematokrita, te se omjer hematokrita i
zetakrita izrazava kao razina zeta sedimentacije. Na razinu zeta sedimentacije ne utjeu
patoloska stanja kao §to je anemija.( 6 ) Pokazana je dobra korelacija izmedu vrijednosti zeta
sedimentacije i istovremeno izvedene sedimentacije eritrocita. (13). Tablica 2.2. prikazuje
usporedbu normalnih vrijednosti sedimentacije dobivenih Westergren, Wintrobe i metodom

zeta sedimentacije. (6)

Tablica 2. 2. Sedimentacija eritrocita - usporedba metoda

Metoda Spol Rezultat
Westergren muskarci 0—10 mm/h
zene 3-25mm/h
Wintrobe muskarci 1-11 mm/h
zene 6 — 24 mm/h
Zeta muskarci 46 — 52 mm/h
zene 46 — 34 mm/h

Izvor : Bucher, WC, Gall EP, Woodworth R. Am J Clin Pathhol 1975; 64:613-17.
Rezultati pokazuju sednje vrijednosti = 1 SD kod 104 zdravih ispitanika, 55 Zene u dobi od
21 do 60 godina,
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2.1.3. ODREDIVANJE SE AUTOMATIZIRANIM METODAMA

Primjena automatiziranih metoda za odredivanje sedimentacije eritrocita povecava tocnost i
reproducibilnost rezultata, skracuje vrijeme potrebno za izdavanje nalaza, omogucuje
upotrebu istoga uzorka za odredivanje SE i krvne slike. U posljednjem desetljecu, razvilo se
nekoliko automatiziranih sustava za odredivanje SE koji koriste razli¢ite metode ocitanja
rezultata. Prednosti primjene automatizirane sedimentacije su : jednostavnost rada,
ekonomicnost, te prakti¢nost. Sustavi su zatvoreni te smanjuju moguénost direktnoga
kontakta sa krvlju. Nedostatci novih analizatora su u primjeni razli¢itosti metoda,
neusporedivosti rezultata razli¢itih proizvodaca, razlike u osjetljivost i specifi¢nost. ICSH i
CLSI ( Clinical and Laboratory Standards Institute ) predlazu standardizaciju metoda.
Standardizirane metode odobrene od ICSH-a, moraju biti direktno usporedive s referentnim
metodama. Nadalje, te metode se mogu koristiti kao alternativne metode za verifikaciju

kvalitete kontrole ili za verifikaciju metoda u rutinskom radu laboratorija. (14,15,16).

Novija automatizirana tehnika za odredivanje sedimentacije eritrocita, mjeri brzinu
agregacije eritrocita i koristi promjenu opticke gustoce venske Kkrvi za izrazavanje rezultata.
Svaki uzorak se u vremenskom intervalu od 20 sekundi skenira 1000 puta (12). Na slici 2.4.
shematski je prikazano nastajanje agregata tijekom sedimentiranja eritrocita u odnosu na

promjenu opticke gustoce.

.
@
C"O" 1
$ P t '\.
I Q..
. Agregacija posle 1000

Svetlosni signal skeniranja svetlosni signal

pre =20
Potetak agregacije posle

t=1

Slika 2.4. Nacelo mjerenja gustoce sedimentiranih eritrocita tijekom odvijanja reakcije

Razvijen je matematicki model za preracunavanje rezultate mjerenja opticke gustoée u

sedimentaciji eritrocita i izrazavanje rezultata u mm/ h (12).
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Automatizirane metode imaju sli¢ne postupke u pripremi i procesu rada kao S§to je prikazano

na slici 2.5.

PROCES RADA

Krv se prikuplja u posebnu kivetu

-

‘ Uzorak se mijesa pomocu instumenta ‘

;

‘ Uzorak stoji pod vertikalnim kutom od 18 ° ‘

-

‘ Opto - elektri¢ni senzor mjeri SE ‘

-

‘ Podaci se prikupljaju i tumace ‘

Slika 2.5. Odvijanje radnoga procesa u automatiziranim metodama za odredivanje

sedimentacije eritrocita

2.1.3.1. Analizator Ves-Matic Cube 200

Ves- Matic Cube 200 (Diesse Diagnostica Senese, Siena, Italy) je zatvoreni automatski
sustav za odredivanje sedimentacije eritrocita. Za analizu, koristi vensku krv sa EDTA
antikoagulansom. Mjerenje sedimentacije eritrocita se provodi koriste¢i opti¢ko- elektronicke

elemente ( bijelo svjetlo, snazni LED ), i analogni foto senzor, pri temperaturi od 18 °C. (14)

Provedeno je istrazivanje koje se baziralo na usporedbi Westergren metode i automatizirane

metode za odredivanje sedimentacije eritrocita Ves- Matic Cube 200 (12). Odredivala se
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toCnosti i preciznost, a istrazivanje je pokazalo da nema znacajne razlike u pogreskama u

radu izmedu tih dvije metode (Tablica2.3.) (14)

Tablica 2.3. Rezultati usporednih vrijednosti sedimentacije eritrocita mjerene Westergren
metodom i automatskim analizatorom Ves- Matic Cube 200

Izvor: British medical journal , http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2070843/

Metoda n SE Raspon CVv
(mm/h) (mm/h) (%)

niske vrijednosti (9 mm/h)

Ves-Matic Cube 200 10 8.7+0.8 7-10 9,19

Westergren 10 8,6+0,8 7-10 9,13

srednje vrijednosti (42 mm/h)

Ves-Maric Cube 200 10 425+59 36 —-50 13,88

Westergren 10 58,8 + 8,4 47 - 74 14,29

viskoe vrijednosti (95 mm/h)

Ves-Maric Cube 200 10 954+5/4 87 -104 5,66

Westergren 10 89,8 +5,3 81-100 5,99

Vrijednosti SE su izrazene kao srednja vrijednost = 1 SD, u podru¢ju normalne, srednjei
visoke vrijednosti kod 10 uzastopnih odredivanja, nepreciznost unutar serije izraZzena je ka 0

koeficijent varijacije (CV%)

Stabilnost uzorka se odredila nakon 24 satne pohrane na temperaturi od + 4°C , te na sobnoj
temperaturi. Rezultati su pokazali da nema statisticki znacajnih razlika izmedu uzoraka
pohranjenih na + 4°C (P = 0.2003), ali su dokazane statisticki znacajnih razlika kod uzoraka
pohranjenih na sobnoj temperaturi 24 sata u odnosu na standardno mjerenje SE ( P < 0. 0001)
(Tablica 2.4.) . Rezultati istraZivanja nam govore da je automatski analizator Ves- Matic
Cube 200 pouzdaniji sistem za odredivanje sedimentacije eritrocita pri sobnoj temperaturi, te

da se preporuca njegova primjena u klinickim laboratorijima. ( 13)

Tablica 2.4. Stabilnost uzoraka utjeCe na razlike u vrijednostima sedimentacije

Izvor : British medical journal , http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC2070843/

uzorak n  Srednja Raspon CV% Md 95% ClI p
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(mm/h)  (mm/h) (mm/h)  (mm/h)

svjezi 68 151  1-92 121
24 sata na 68 26 1-36 1,71 12,49  -16,6-8,39 <0,001
Svjeza s.t. 65 9,6 1-60 1,04
24 hna4°C 65 7,7 1-57 220 |-1,97  -4,85-1,03 0,2003

Mjerenje SE na VesMatic Cube 200 unutar 4 sata od uzorkovanja i nakon 24 sata

Nakon provjere stabilnosti, i prosjeéne pogreske u radu istraZivana je korelacija dobivenih
rezultata sedimentacije eritrocita na 251 pacijentu izmedu Westergren metode i metode na
Ves-Matic Cube 200. Prosje¢na vrijednost sedimentacije eritrocita koriste¢i Ves-Matic Cube
200 je iznosila 18.90 mm/h pri intervalu pouzdanosti od 95% . Rezultat dobiven Westergren
metodom je iznosio 19.38 mm/h, te je istrazivanje pokazalo da nema znacajne razlike izmedu
dobivenih rezultata. Rezultat analize linearne regresije pokazuje jako dobar stupanj korelacije
(r=0,946; P <0.001) (14)

2.1.3.2. Analizator Streck ESR - auto plus

Analizator Streck ESR — auto plus (Streck, Omaha, NE) je automatski analizator za mjerenje
sedimentacije eritrocita koji koristi metodu mjerenja pomoc¢u infracrvenog zracenja

¢ime se povecava toc¢nost. Rezultati se automatski dobivaju neposredno po zavrSetku
mjerenja. Vennapusa B i sur. proveli su validaciju analizatora Streck ESR — auto plus i u
usporedbi sa referentnom Westergren metodom (Sediplast Westergren metoda) koristili su
uzorke EDTA krvi 113 ispitanika (14). Tablica 2.5 prikazuje razliku u vrijednosti
sedimentacije eritrocita koriste¢i standardnu Westergren metodu i automatiziranu StreckESR-

auto plus metodu.( 15)

Tablica 2.5. Prikaz referentnih intervala razli¢itih dobnih skupina dobivenih razli¢itim
metodama

Izvor : Journal of clinical pathology, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21350092

Muskarci, <50 g.  Muskarci, > 50 g. Zene, <50 g. Zene, > 50 g.

ru¢no auto ru¢no Auto ru¢no auto ru¢no Auto
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S. V. 4 9 S) 11 7 13 10 18

SD 3,6 5,6 9,5 7,8 5,7 7,5 58 1,7
SVv+2SD 11,2 29, 16 26,6 18,4 28 21,2 33,4
Ref. Ras.

Sediplgast 0-15 - 0-20 - 0-20 - 0-30 -
Stareck - 0-21 - 0-25 - 0-28 - 0-33

Istrazivanje je pokazalo da vrijednost SE dobivena analizatorom Streck ESR- Auto plus
znatno veca od one dobivene Sediplast Westergren metodom.(Tablica 2.5). lako, usporedba
metoda daje visoku korelaciju ( 95% ), y- odsjeCak pravca regresije je 6.5 Sto ukazuje na
znaajnu razliku izmedu metoda. Stoga su se, modificirali referentrni intervali razli¢itih
dobnih grupa za StreckESR analizator. Razlike u vrijednosti SE su jace izrazene kod visih
vrijednosti SE ( Tablica 2.5.). Povecane vrijednostima SE u odnosu na referentnu
Westergrenovu metodu dokazane su i kod drugih proizvodaca stoga i dalje treba automatske

metode usavrsavati (16)

2.1.4. USPOREDBA METODA ZA ODREDIVANJE SE

Raspolozivost razli¢itih tehnika i metoda za odredivanje sedimentacije eritrocita od
laboratorija zahtjeva pored poznavanje analitickih karakteristika testa 1 poznavanje
biokemijskih mehanizama klini¢ke osjetljivosti i specifi¢nosti pretrage. Prije odluke o
primjeni odredene metode potrebno je izvrSiti opseznu evaluaciju testa, a usporedivanjem
metoda procjenjuje se prihvatljivost odredene metode za rutinski rad. ( 8)

Provedena su brojna istraZivanja usporedba metoda i kao $to je prethodno u tekstu prikazano
postoje razlike medu testovima 1 metodama. Stru¢na udruZenja za medicinsku (klinicku)
biokemiju i laboratorijsku medicinu preporucuju primjenu standardiziranih metoda kako bi se

postigla harmonizacija u radu laboratorija. ( 8 )

22


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1141875/
http://www.medicine.cmu.ac.th/secret/edserv/journal/fulltext/Viroj40_3_1.pdf
http://www.medicine.cmu.ac.th/secret/edserv/journal/fulltext/Viroj40_3_1.pdf

2.2. METODE ZA ODREDIVANJE C - REAKTIVNOG PROTEINA

Razvoj imunokemijskinh metoda unaprijedio je laboratorijsku medicinu. Osnovno svojstvo
imunokemijskih metoda od imunoprecipitacije do bioCip metoda jest reakcija izmedu antigena

i protutijela. (6)

2.2.1. IMUNOKEMIJSKE METODE

Imunokemijske metode se primjenjuju za otkrivanje, razlikovanje i mjerenje koncentracije
razli¢itih antigena i protutijela prisutnih u serumu i drugim tjelesnim teku¢inama Zbog
izuzetne specificnosti reakcije izmedu antigena i protutijela, sve imunokemijske tehnike

odlikuju se osjetljivoscu, reproducibilnoscu i jednostavnoscu. (6 )

2.2.1.1. NeobiljeZene ili izravne metode

Radijalna imunodifuzija

Radijalna imunodifuzija osniva se na pasivnoj difuziji antigena u agarozni gel koji sadrzi
jednoli¢no rasporedena protutijela. Pri prvom dodiru s protutijelima, antigen je u velikom
suvisku pa nastaju kompleksi Ag-At. Daljnje difundiranje antigena uzrokuje pad
koncentracije antigena, dok koncentracija raspolozivih protutijela raste. Kad se postigne
optimalan koncentracijski odnos izmedu antigena 1 protutijela, nastaje netopljiv i nepokretan
precipitacijski prsten koji se moze mjeriti . PovrSina precipitacijskog prstena razmjerna je
koncentraciji antigena. Usporedivanjem s povrSinama precipitacijskih prstena poznatih
koncentracija antigena moZe se mjeriti nepoznata koncentracija antigena u ispitivanom
uzorku. Ovom tehnikom odreduju se i koncentracije imunoglobulina, lipoproteina,

hemoglobina kao i mnogih drugih specifi¢nih proteina. (17)
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Slika 2. 6. PovrSina precipitacijskog prstena razmjerna je koncentraciji CRP-a

2.2.1.2. Imunokemijske tehnike u otopini

Imunokemijske tehnike u otopini razlikuju se s obzirom na na¢in mjerenja izmedu antigena i
protutijela. U jednima se mjerenje provodi u zoni ekvivalencije (tzv. neobiljezene ili izravne
imunokemijske tehniike) dok druge mjere primarnu reakciju izmedu antigena i protutijela
(tzv. obiljezene imunokemijske reakcije). (17)

Za mjerenje reakcije izmedu antigena i protutijela u zoni ekvivalencije, kad je postignuta
maksimalna koncentracija kompleksa antigen-protutijelo (end-point method) primjenjuje se
imunoturbidimetrija ili imunonefelometrija. ( 17)

Svaki uzorak antigena pomijeSa se sa stalnom koncentracijom protutijela u prisutnosti
polietilenglikola koji pojacava reakciju vezanja, pomice tocku ekvivalencije prema viSim
koncentracijam antigena i odrzava homogenost kompleksa antigen-protutijelo. Nakon
inkubacije od 45 do 75 minuta, svaka se otopina promijesa i mjeri se apsorpcija
(turbidimetrija) ili rasap svjetla (nefelometrija). Standardna krivulja apsorpcije ili rasapa
svijetla dobije se mjerenjem poznatih koncentracija antigena. ( 17 )

Obje se imunokemijske tehnike mogu primijeniti za mjerenje koncentracije antigena s
pomocu automatiziranih mjernih instrumenata. ( 17)

Osjetljivost imunonefelometrije je nesto veca od imunoturbidimetrije i iznosi 1 — 10 ug/ml.

Turbidimetrija

Turbidimetrija je opticka metoda koja se zasniva na mjerenju smanjenja intenziteta rasapa
zraenja nakon prolaza svjetlosne zrake kroz otopinu s prisutnim cesticama, emulziju ili
suspenziju. Svaka cCestica (atom, molekula, koloidna suspenzija) zajedno s medijem u kojem

se nalazi je heterogeni sustav, zbog ¢ega se nakon kontakta s Cesticama svjetlost rasipa. Ovo
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zracenje se mjeri pod kutom od 180 ° u odnosu na smjer ulazne zrake. U kombinaciji s
imunokemijskim reakcijama u otopini imunoturbidimetrija se Cesto koristi za odredivanje
koncentracije specifi¢nih proteina (antigena). ( 17)

Kod primjene turbidimetrijskih mjerenja posebno je vazno odrediti podrucje mjerenja u kojem
vrijedi Lambert-Beerov zakon za tvar koja se mjeri, jer je to mjerno podru¢je u kojem je
bazdarni pravac linearan. (17)

Vazno je da se analiza otopina standarda, kontrolnih uzoraka, slijepe probe i uzorka seruma
obavlje pod istim uvjetima. Na automatskim analizatorima primjenjuje se metoda zavrSne

tocke. (17)

Nefelometrija

Nefelometrija mjeri rasap svjetlosti pod odredenim kutom, nakon ekscitacije otopine. Idealno
mjerenje rasapa svjetlosti podrazumijeva razrijedenu suspenziju uzorka kako bi se smanjile
apsorpcija i refleksija svijetlosti. Cestice kompleksa analit-protutijelo vise rasprduju svijetlo
pri manjem kutu s obzirom na smjer ulazne svjetlosti. O konstrukciji nefelometra ovisi hoce li
mjerenje raspriene svjetlosti biti pod kutem od 90° ili 30°. (17)

Nefelometrijske metode mogu se primijeniti kao pojedina¢ne pretrage ili kao automatizirane

pretrage. Koncentracija analita oCitava se interpolacijom iz bazdarne krivulje.( 17 )

2.2.2. AUTOMATIZIRANE METODE ZA ODREDIVANJE CRP-a

Primjenom automatskih analizatora u odredivanju koncentracija CRP-a znatno se ubrzao
dijagnosticki proces. Automatski analizatori koriste uglavnom metode turbidimetrije i
nefelometrije. (18)

Razvoj tehnologija mikro-elektro-mehani¢kog sistema ( MEMS ) pruza moguénost uporabe u
mnogim podru¢jima biotehnologije, komunikacije, optickih sustava.. Temelji se na
integriranju  minijaturnih senzora, pokretaca 1 elektronike u jedan Cip koriste¢i mikro
tehnologiju. Koristenje MEMS tehnologije u podru¢ju molekularne biologije, biomedicine i
analiticke kemije privlaci sve veci interes znanstvenika i tehnologa diljem svijeta. Minijaturni
biomedicinski sustavi obi¢no imaju nekoliko prednosti u odnosu na ,,vece* sustave kao §to
su: niza proizvodna cijena, veca raspolozivost, manja uporaba radnih reagenasa i uzoraka, te

manja potro$nja energije i vremena. Nedavno je uspjeSno predstavljen niz integriranih

25


http://labmed.ascpjournals.org/content/37/8/490.full.pdf+html
http://labmed.ascpjournals.org/content/37/8/490.full.pdf+html
http://labmed.ascpjournals.org/content/37/8/490.full.pdf+html
http://labmed.ascpjournals.org/content/37/8/490.full.pdf+html
http://labmed.ascpjournals.org/content/37/8/490.full.pdf+html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19403298

mikrouredaja i sustava za pripremu uzoraka, reakciju i detekciju. Primjerice, mikrotekucinski
uredaj sastavljen od mikropumpe i mikroventila se koristi za automatsko izvodenje cijelog
ELISA procesa. Brza. detekcija i kvantifikacija proteina je od velike vaznosti u
dijagnostickom procesu. ( 18)

Razina osjetljivosti metode (detekcijski limit) za CRP se stalno smanjuje, tako da tehnologija
mikroCip metode moze sa pouzdano$cu mjeriti vrijednosti CRP-a od 0.0125 mg/L.
Istrazivanje je pokazalo da se uz pouzdanu razinu to¢nosti u niskim podrucjima koncentracija
mikro¢ipovi mogu primijeniti i za kontinuirano pracenje CRP-a, $to je znafajno za rano

otkrivanje rizika kardiovaskularnih bolesti (18,19).

2.2.3 USPOREDBA METODA ZA ODREDIVANJE CRP-a

Tradicionalne semikvantitativne metode mjerenja CRP-a su 1968. godine zamijenile
kvantitativne metode mjerenja, Uvodenje novih metoda u rutinski rad klini¢kog laboratorija
zahtjeva provedbu usporedba metoda. Brojni radovi biljeze analiticke 1 dijagnosticke
karakteristike metoda, te usporeduje rezultate koji pomazu u odabiru metoda za rutinski rad.
Svaki proizvodac reagensa i analitickih sustava prolazi rigorozne kontrole kako bi dokazao da
udovoljava traZzenim analitiCkim uvjetima. Tablica 2.6. prikazuje usporedbu klinickih
karakteristika izmedu CRP-a i hsCRP-a. (19)

Tablica 2.6. Usporedba metoda za odredivanje CRP-a

CRP HsCRP

Primjena Za procjenu infekcija Za procijenu stanja za
,0zljeda tkiva i koja se smatra da su
dijagnostiku upalnih povezana sa upalom
stanja. Omogucuje kod inace zdravih
informacije za pacijenata.

dijagnostiku, terapiju i

pracenje upalnih

poremecaja.
Klini¢ka ,,cutoff™ ,,Cutoff* priblizno 10 Cutoff : <1 mg/L.
vrijednost mg/L.
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Prikladan raspon assay
vrijednosti
Informacija analiticke

osjetljivosti

Usporedba informacija

razli¢itih metoda

Standardizacija novih

uredaja

Naizgled zdravi
pojedinci : manje ili
jednako od 5 mg/ L
Akutni raspon : 20 —
500 mg/ L.

Vecéi ili jednaki od 5

mg /L.
Opisuje rad pri nizoj
vrijednosti assay
raspona.

Usporedba novog

uredaja sa referentnim.

Opisuje standardizaciju

ili pracenje assaya.

< 1.0 mg/L to > 10.0
mg/L.

Opisuje kvantitativni
limit ( funkcionalna

osjetljivost ).

Usporedba novog

uredaja sa referentnim.

Opisuje standardizaciju
ili pracenje assaya.
Assay bi minimalno
trebao pratiti normu
IFCC/BCR/CAP CRM
470.

Prilagodeno: Izvor : FDA ( USA Food and drug administration ),

http://www.fda.gov/RegulatoryInformation/Guidances/ucm077167.htm
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3. STANDARDIZACIJA METODA U LABORATORIJSKOJ
DIJAGNOSTICI

Standardizacija je postupak koji provode neovisna tijela a kojim se nastoji smanjiti ili

potpuno ukloniti varijabilnost izmedu razli¢itih testova za odredivanje nekog analita. ( 20 )

3. 1. STANDARDIZACIJA ODREDIVANJA SEDIMENTACIJE ERITROCITA

Veca mobilnost pacijenata, te veca suradnja izmedu laboratorija je dovela do potrebe
uvodenja referentne metode za odredivanje sedimentacije eritrocita, u svrhu usporedbe
dobivenih rezultata, te poboljSanja kvalitete zdravstvenog sustava. Internacionalni odbor za
standardizaciju u hematologiji ( ICSH ) je zaklju¢io da je moguce provesti standardizaciju
uvodenjem metode koja ¢e omoguciti to¢na i precizna mjerenja. ICSH je prvotno predlozio
Westergren metodu, koja se sluzi razrijedenom krvi (4 volumena krvi i 1 volumen citrata kao
antikoagulansa) u staklenoj epruveti duzine 300 mm koja mora biti u okomitom polozaju.
Strucno vijece za krvnu reologiju pod djelovanjem ICSH-a je predlozilo nove smjernice za
provodenje standardizacije u mjerenju razine sedimentacije eritrocita u sljede¢im
kategorijama :

1. ICSH referentna metoda: ICSH predlaze koristenje EDTA — antikoagulansa, i
nerazrijedene krvi u tradicionalnoj Westergren epruveti za odredivanje sedimentacije
eritrocita ( 20)

2. ICSH standardna metoda: ICSH predlaze upute za novu standardiziranu metodu za
SE baziranu na sedimentu EDTA antikoagulirane, nerazrijedene krvi u epruvetama
veli¢ine 200 mm, koje su napravljene kako bi se izbjeglo prolijevanje krvi, te kako bi
se samim time povecala sigurnost zdravstvenih djelatnika. Takva standardizirana
metoda se moze koristiti u verifikaciji nalaza ili provjeri kontrole kvalitete, te bi u
buduénosti mogla u potpunosti zamijeniti referentnu metodu. ( 20 )

3. ICSH odabrana metoda- ICSH predlaze upute za radnu metodu, koja se zasniva na
koriStenju razrijedene ili nerazrijedene krvi, te se moze koristiti kao rutinska radna
metoda. lzdan je protokol za evaluaciju nalaza, te njenu usporedbu sa prve dvije

smjernice. (20)
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3.1.1. REFERENTI INTERVALI I PREPORUCENE VRIJEDNOSTI ZA C-
REAKTIVNI PROTEIN

Vrijednost sedimentacije eritrocita kod zdravih ispitanika raste sa rastom godina, te se moze
izraCunati pomocu formule. Vrijednost raste za 0,85 mm/h za svako razdoblje od 5 godina. Tu
pojavu moze uzrokovati povecana razina fibrinogena 1ili ve¢a ucestalost oboljenja kod starije
populacije. Najvec¢a normalna vrijednost sedimentacije eritrocita je zabiljezena kod populacije
ljudi starih izmedu 65-74 godine . Povisena razina SE povecava rizik od oboljenja kod ljudi
svih dobnih granica, iako su lije¢nici svjesni da je kod mnogih pacijenata nepoznat uzrok
povecanja (Tablica 3.1.) (2)

Harmonizacija laboratorijskih nalaza omogucuje racionalnu primjenu i pravilnu transverzalnu

procjenu rezultata laboratorijskih pretraga.

Tablica 3.1. Referentni intervali prema spolu i dobnim skupinama

Referentni interval

spol dob interval jedinice
muski, zenski 1d.-70. 0-20 mm/3,6 ks
muski 8-14q. 2-21
muski 15-199¢. 2-12
muski 20-50g. 2-13
muski >50g. 3-23
zenski 8-19g. 2-20
Zenski 20-50g. 4-24
zenski >50g. 5-28

3.2. STANDARDIZACIJA ODREDIVAN]JA CRP-a

Trenutno, ne postoji certificirani referentni materijal za normalnu, te malo poviSenu razinu
CRP-a. To se primarno dogada zbog nedostatka visoko tehnoloske metode koja bi se koristila
kao referentna. Nacionalni Institut za Standarde, ( engl. National Institute of Standards and
Technology, NIRST) je pokrenuo prvi korak ka razvoju referentne metode za mjerenje CRP-

a, (18), U klinickim laboratorijima.se odreduje CRP sa razli¢itom osjetljivosti, a koji ¢e se
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test odabrati ovisi o klinickoj slici pacijenta. hs CRP test ima bolju osjetljivost, te se
primjenjuje u otkrivanju osoba sa povecanim rizikom za razvoj src¢anih bolesti. Trenutni hs-
CRP testovi su standardizirani po normi ER/ IFCC DA- 470, certificirane referentne metode
za proteine u ljudskom serumu. Nova verzija ERM DA- 470 norme je izdana, ali i dalje nema
certificiranu vrijednost za CRP. Obje referentne procedure za mjerenje kao i referentni

materijali su potrebni kako bi se omogucile to¢ne osnove za rutinsko mjerenje CRP-a. (19)

3.2.1. Referentni intervali i preporucene vrijednosti za C reaktivni protein

Tablica 3.2. Referentni interval prema spolu i dobnim skupinama

Referentni interval

spol dob interval jedinice
muski, zenski 1-20d. 01-41 mg/L
2mj.—15g. 01-28
>15g. <5

CDC i AHA preporucuju sljedece vrijednosti CRP-a za procjenu rizika kardiovaskularne
bolesti:

Tablica 3.3. Preporucene vrijednosti CRP-a za procjenu rizika od kardiovaskularnih bolesti
(prema CDC i AHA)

Koncentracija CRP-a Relativan rizik
< 1,0 mg/L nizak
1-3.0mg/L srednji

> 3.,0 mg/L visok

Tablica 3.4 . Preporucene vrijednosti CRP-a za procjenu rizika za AIM i mozdani udar
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Koncentracija Relativni rizik za AIM ili mozdani udar
< 0,55 mg/L 1,0 (niski)

1,15-2,10 mg/L 2,6 (srednji)

> 2,1 mg/L 2,9 (visoki)

Preuzeto iz: Physicians Health Study
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4.PRIMJENA U DIJAGNOSTICI

Sedimentacija eritrocita je jednostavna i jeftina laboratorijska metoda, kojom se procjenjuje
odredeni upalni proces u tijelu. Test sedimentacije eritrocita se pokazao kao koristan pri
dijagnostici ne- upalnih stanja kao $to su : tumor prostate, bolest koronarnih arterija i sréanih
udara. Stoga je sedimentacija eritrocita vazna za otkrivanje upalnih stanja, te prognozu ne-
upalnih procesa. Zbog Siroke primjene, test, iako relativno star i dalje je nezamjenjiv u
rutinskoj laboratorijskoj dijagnostici. (2)

Klinicko znacenje SE je viseznacno. (Tablica 4.1.)

Tablica 4.1 Primjena SE 1 kretanje vrijednosti u razli¢itim bolestima

Povecane vrijednosti SniZene vrijednosti
trudnoca hiperviskoznost
anemija smanjena koncentracija fibrinogena
rbc abnormalnosti hipogamaglobulinemija
mikrocitoza disprotenemija
makrocitoza policitemija
upalne bolesti anemija srpastih stanica
akutna i kroni¢na upala sferocitoza
multipli mijelom mikrocitoza

reumatoidni artritis
tuberkuloza

Systemski lupus eritematodes

NajceSce se koristi u dijagnostici:
a) reumatoidnog artritisa i ostalih autoimunih bolesti
b) temporalnog arteritisa i polymyalgiae rheumaticae

c) multiplog myeloma i ostalih paraproteina

Koncentracija CRP-a se odreduje zbog procjene upalnog procesa u organizmu. Visoku
razinu C- reaktivnog proteina uzrokuje upala, ali i druga patoloska stanja. Nedostatak testa je
taj Sto CRP ne otkriva gdje je upalno srediSte u organizmu, te koje patolosko stanje uzrokuje

upalu (20,21).
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C- reaktivni protein se koristi za :

a) Otkrivanje infekcije u postoperativnom vremenu — razina CRP normalno poraste 2 do
6 sata nakon operacija , a u kontroliranim uvjetima se vra¢a na normalu do 3 dana od
operacije. Ukoliko 1 nakon 3 dana ostaje poviSena razina, postoji mogucénost da je
doslo do infekcije. (1,3).

b) Identifikaciju infekcija i bolesti koje uzrokuju upalu kao $to su :

- Tumor limfnih ¢vorova
- Autoimune bolesti ( npr. Lupus)
- Bolne otekline krvnih zila u podruc¢ju glave i vrata ( giant cell arteritis )
- Bolne otekline tkiva oko zglobova ( reumatoidni artritis )
- Otekline i krvarenja crijeva ( upalna bolest utrobe )
- Upale kostiju ( osteomyelitis )
Procjenu odgovara organizma na terapiju — razina CRP-a vrlo brzo poraste za vrijeme

upale, ali se i vrlo brzo normalizira ukoliko terapija djeluje. ( 3)

33


doi:10.1074/jbc.R400025200

5. ZAKLJUCAK

Sedimentacija eritrocita i C-reaktivni protein su danas opce prihvacene i Cesto koriStene
laboratorijske pretrage za otkrivanje upalnih bolesti. Brzina sedimentacije eritrocita ovisi 0
obliku i broju eritrocita, te sastavu plazme. Referentni raspon za SE varira ovisano o dobi,
spolu i godinama a kre¢e se od < 15 mm/h do < 49 mm/h. PoviSene vrijednosti SE su
povezane s infekcijskim bolestima, upalnim bolestima, reumatodnim artritisom, autoimunim
bolestima, te nekrozom tkiva. Referentna metoda za odredivanje SE je Westergren metoda.

CRP je protein akutne faze koji nastaje u jetri kao odgovor na otpustanje upalnih citokina.
Osijetljiviji je od sedimentacije eritrocita. Visoko osjetljiva metoda odredivanja CRP-a (engl.
hs — CRP ) se koristi u odredivanju relativnog rizika od buducih kardiovaskularnih
poremecaja. Znacajno povecanje vrijednosti CRP-a u krvi, ako je rije¢ o akutnoj upali, iznosi
oko 6-12 (10) sati, a vrijednosti mogu biti povetane do 2000 puta. Odreduje se

imunokemijskim metodama kao §to su imunoturbidimetrija i imunonefelometrija.
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7. SAZETAK

Sedimentacija eritrocita i C-reaktivni protein: analiticka osjetljivost i dijagnosticka primjena

Sedimentacija eritrocita (SE) i C reaktivni protein (CRP) su jednostavne, brze i neinvazivne
laboratorijske pretrage, primjenjuju se za otkrivanje ili pra¢enje bolesnika sa sumnjom na
upalnu bolest. Odabir SE ili CRP-a u procesu obrade i/ili lijeGenja bolesnika ovisi o
dijagnostickoj vrijednosti pretrage za odredeno stanje ili bolest.

SE je jedna od najstarijih laboratorijskih pretraga, kod koje brzina sedimentiranja ovisi 0
obliku i broju eritrocita te sastavu plazme. SE je poviSena u nekim fizioloskim stanjima kao
u trudnoéi, a u brojnim patoloSkim stanjima povezana je najces¢e s upalom, anemijom,
paraproteinemijom, poveéanom koncentracijom fibrinogena, prisustvom hladnih aglutinina.
Referentni raspon za SE varira ovisano o dobi i spolu a krec¢e se od < 15 mm/h do < 49
mm/h.

Eritrociti se u normalnim uvjetima medusobno odbijaju. Sijalinska kiselina se nalazi na
membrani eritrocita 1 §titi stanice od ubrzane agregacije. U upalnim stanjima se pojacano
sintetiziraju proteini akutnog odgovora organizma, fibrinogen ili imunoglobulini. Te
bjelancevine inhibiraju zastitno djelovanje sijalinske kiseline na povrSini eritrocita, pa oni
brze sedimentiraju.

Za odredivanje brzine sedimentacije eritrocita Internacionalni odbor za standardizaciju u
hematologiji (engl. International Council for Standardisation in Haematology, ICSH)
preporucujeje metodu po Westergreenu, kojom se mjeri brzina taloZenja eritrocita u

standardiziranoj graduiranoj pipeti u odredenom vremenu (1 sat) na sobnoj temperaturi.

Posljednjih su se godina razvile nove, automatizirane metode od kojih su neke modifikacija
klasicne Westergreenove metode. Vecina metoda za automatizirano odredivanje
sedimentacije koristi analizatore koji primjenjuju mikrofotometar sa infracrvenom zrakom za

odredivanje opticke gustoce uzorka. Metode su jednostavne i brze, ali nisu standardizirane.

CRP je najznacajniji biljeg akutnoga upalnoga odgovora, osjetljiviji je od SE, u dobroj je
korelaciji s tezinom i opsegom upale.
Unato¢ miS$ljenju da promjene vrijednosti SE i CRP u podlozi imaju slicnu patofiziolosku

osnovu, poznate su razlike za istu bolest u vrijednostima medu ova dva analita.
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Medu proteinima akutne faze koji se u laboratoriju mogu jednostavno mjeriti CRP-je jedan od

nju utjee hematokrit, oblik i veli¢ina eritrocita ...

Preporucene metode za odredivanje CRP-a su neobiljezene ili izravne tehnike,
npr.imunonefelometrija, imunoturbidimetrija i radijalna imunodifuzija
U laboratorijskoj dijagnostici poznavanje znaCajki metoda za odredivanje SE i CRP

podrazumijeva , odabir prikladnog uzorka i metode, poznavanje ograni¢enja metode.
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8. SUMMARY

Erythrocyte sedimentation rate and C-reactive protein: analytical sensitivity and diagnostic

use

Erythrocyte sedimentation rate (ESR) and C-reactive protein (CRP) are simple, fast and non-
invasive laboratory tests, and are used for the detection or monitoring of patients with
suspected inflammatory disease. Selection of ESR or CRP in the processing and / or
treatment of a patient depends on the diagnostic value of the test for a given condition or

disease.

ESR is one of the oldest laboratory tests, in which the speed of the sedimentation depends on
the shape and the number of red blood cells and plasma composition. ESR is elevated in some
physiological states as in pregnancy, and in a number of pathological conditions it is
associated with inflammation, anemia, paraproteinemia, increased concentration of

fibrinogen, presence of cold agglutinins.

The reference range for ESR varies dependent on age and sex and ranges from * 15 mm / h to
* 49 mm / h.

The red blood cells in normal conditions repel one another. Sialic acid is on the erythrocyte
membrane and protects the cells of accelerated aggregation. In inflammatory conditions
proteins of acute response are increasingly synthesized, fibrinogen or immunoglobulins.
These proteins inhibit the protective effect of sialic acid on the surface of red blood cells, so

they quickly settle down.

To determine the erythrocyte sedimentation speed International Council for Standardization in
Haematology (ICSH) recommends a method by Westergren, which measures the speed of
sedimentation of erythrocytes in a standardized graduated pipette in a given time (1 hour) at

room temperature.

In recent years new, automated methods were developed of which some are modifications of
classical Westergren method. Most methods for automated determination of sedimentation
uses analyzers to apply microphotometer with infrared ray to determine the optical density of

the sample. The methods are simple and fast, but they are not standardized.
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CRP is the most important marker of acute inflammatory response, it is more sensitive than

ESR, and it is in good correlation with the severity and extent of inflammation.

Despite the opinion that the value changes of ESR and CRP have similar pathophysiological
basis in the background, there are differences in values between the two analytes for the same

disease

Among the acute phase proteins that can easily be measured in the laboratory, CRP is one of
the more sensitive tests with fast response. ESR is not specific for the acute phase

inflammatory response and is affected by hematocrit, red cell size and shape

Recommended methods for the determination of CRP are unmarked or direct techniques, npr.

immunonephelometry, immunoturbidimetry and radial immunodiffusion.

In the laboratory diagnostics knowledge of the features of methods for determining the SE
and CPR means a selection of a suitable sample and method, and the knowledge of the

limitations of the method.
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