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Kloridi u znoju i sigurnost pacijenta
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Određivanje klorida u znoju je zlatni standard za probir osoba sa cističnom fibrozom. Metoda podrazumijeva tri zahtjevna  

postupka: poticanje znojenja, skupljanje znoja i određivanje koncentracije klorida. Zlatni standard za određivanje koncentra- 

cija klorida u  uzorku je merkurimetrijska titracijska metoda, a moguća je primjena i metode provodljivosti. Standardizirano odre-

đivanje klorida u znoju u svim fazama i trajna suradnja specijalista kliničke i laboratorijske medicine pridonijet će većoj sigurnosti 

pacijenta.
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UVOD

Sigurnost pacijenta može se definirati kao niz postupaka 
koji se poduzimaju kako bi se izbjegavanjem neželjenih, ne-
namjernih događaja, bilo tijekom procesa postavljanja dija-
gnoze bolesti ili tijekom liječenja pacijenta, osigurao željeni 
ishod liječenja (1).

Dok je u procesu postavljanja dijagnoze cistične fibroze (CF) 
određivanje koncentracije klorida u znoju zlatni standard za 
probir osoba sa CF-om, određivanje patogene varijante 
gena za transmembranski regulacijski protein, tj. transmem-
branski regulator provodljivosti za cističnu fibrozu (eng. 
 cystic fibrosis transmembrane regulator, CFTR), smatra se po-
tvrdnom metodom za laboratorijsku dijagnozu CF-a (2).

Zlatni standard za određivanje koncentracije klorida u 
 uzorku znoja je merkurimetrijska titracijska metoda prema 
Schalesu (3). U svakodnevnoj praksi koncentracija klorida se 
u nekim laboratorijima određuje i alternativnom metodom 
provodljivosti (4). Budući da se u Hrvatskoj kon centracija 
klorida određuje objema metodama, važno je poznavati nji-
hove referentne intervale ili granične vrijednosti, kako bi se 
rezultati mogli interpretirati na ispravan način.

Ovaj pregledni rad ima za cilj uputiti na neke probleme pri 
određivanju koncentracije klorida u znoju, prisutne u sva-
kodnevnoj laboratorijskoj praksi. Namijenjen je liječnicima i 
medicinskim biokemičarima radi postizanja većeg stupnja 
sigurnosti pacijenta.

Cistična fibroza

Cistična fibroza je monogenska, autosomno recesivna, na-
sljedna bolest, koja je kao klinički entitet opisana prije 80 

godina (5). Danas se zna da je bolest uzrokovana mutacijom 
gena na dugom kraku 7. komosoma, koji kodira transmem-
branski regulacijski protein, tj. transmembranski regulator 
provodljivosti za CF (eng. cystic fibrosis transmembrane regu-
lator, CFTR) (6, 7). Poznato je više od 2000 mutacija gena za 
CFTR (8). CFTR je glikoprotein građen od 1480 aminokiseli-
na, koji djeluje kao kloridni kanal na površini epitelnih stani-
ca, a reguliran je cikličkim adenozin-monofosfatom, cAMP 
(9). Prisutan je u egzokrinim žlijezdama dišnih putova, pro-
bavnog i reproduktivnog sustava, pankreasa te žlijezdama 
znojnicama i slinovnicama te na drugim epitelnim stanica-
ma (10).

U literaturi se spominju tri hipoteze kojima se nastoje obja-
sniti patofiziološki procesi ključni za pojavu respiratornih 
simptoma kod pacijenta s CF-om, a odnosi se na sastav, 
 volumen i fizikalna svojstva tekućine koja oblaže dišne pu-
tove (11). Tekućina koja oblaže dišne putove sastoji se od 
dva sloja: pericilijarnog tekućeg sloja, u kojem se cilije slo-
bodno kreću, i od mukoznog sloja. Prema hipotezi smanje-
nog volumena gubitak funkcije CFTR-a uzrokuje povećanu 
aktivnost epitelnih kloridnih kanala i posljedično tome po-
većanu apsorpciju natrijevih i kloridnih iona iz tekućeg sloja, 
pri čemu istodobno ioni natrija povlače molekule vode, pa 
tekućem sloju preostaje manje molekula vode. U takvim 
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uvjetima poremećenog transporta natrijevih i kloridnih 
iona mijenja se ionski sastav sekreta žlijezda dišnih putova, a 
funkcija cilija je otežana. Budući da se viskozni sekret teško 
uklanja, izvodni žljezdani kanalići se začepljuju, u sekretu se 
nakupljaju patogeni mikroorganizmi, a žljezdano se tkivo 
postupno razara. Prema hipotezi povećane koncentracije soli 
povećana koncentracija natrijeva klorida u tekućini koja 
oblaže dišne putove inhibira aktivnost endogenih antimik-
robnih polipeptida i proteina odgovornih za urođenu obra-
nu dišnih putova. Prema hipotezi smanjenog pH tekućine 
koja oblaže dišne putove defekti CFTR-a utječu na transport 
bikarbonata, a rezultat tog procesa je zakiseljavanje tekući-
ne koja oblaže dišne putove.

Incidencija CF-a u sjevernoj Europi je 1: 2500, a u Židova 
 Aškenaza je češća - 1: 2270 (12). Procjenjuje se da u Hrvat-
skoj na 4 290 000 stanovnika ima oko 110 oboljelih (13). Bo-
lest je praćena nakupljanjem povećane količine viskoznog 

sekreta u zahvaćenim tkivima te povećanom koncentraci-
jom klorida u znoju (14). Dijagnostički postupak za CF se 
temelji na obiteljskoj anamnezi, kliničkim simptomima i la-
boratorijskim nalazima (15). Hrvatske smjernice za postav-
ljanje dijagnoze CF-a (16) usklađene su s međunarodnim 
smjernicama (Tablica 1).

Bolesnik mora imati (A) barem jednu karakterističnu feno-
tipsku osobinu ili mora postojati bolesnik sa CF-om u užoj 
obitelji ili mora postojati pozitivan nalaz novorođenačkog 
probira. Uz to je za dijagnozu CF-a potreban (B) barem jedan 
laboratorijski pokazatelj poremećene funkcije CFTR-a, kao 
što je povećana vrijednost klorida u znoju, identifikacija mu-
tacija gena za CFTR ili dokaz abnormalnog transporta iona 
kroz stanice nosnog epitela.

Određivanje koncentracije klorida u znoju se gotovo 60 go-
dina primjenjuje u laboratorijima kao probirni postupak za 
CF (3). Otkrićem gena za CFTR i uvođenjem metoda za nje-
govu identifikaciju i otkrivanje mutacija, započela je nova 
era u dijagnostici CF-a (17). U nekim se ustanovama provodi 
novorođenački probir određivanjem koncentracije imuno-
reaktivnog tripsinogena (IRT) u krvi novorođenčeta (18), a u 
nekima se ne primjenjuje takva praksa, tako da protokoli za 
dijagnosticiranje CF-a nisu ujednačeni u svim zemljama 
(19). Objedinjeni postupnik u novorođenačkoj dobi, kojemu 
bi trebalo težiti, prikazan je na slici 1.

TablICa 1. Dijagnostički kriteriji za cističnu fibrozu (prema 14)

A Jedna ili više 
karakterističnih 
fenotipskih obilježja

ili
Pozitivna obiteljska  
anamneza
(braća s CF-om)

ili
Pozitivan 
novorođenački  
probir

B Povećani kloridi  
u znoju (barem dva 
nalaza u razmaku  
od nekoliko dana)

ili
Identifikacija  
dvije mutacije  
CFTR gena

ili
Abnormalan 
transport iona  
u nosnoj sluznici

SlIKa 1. Postupnik laboratorijskog dijagnosticiranja CF-a u novorođenčadi (prilagođeno prema ref. 18 i 20).  
Koncentracija klorida u znoju određena je merkurimetrijskom titracijom. ako se kloridi određuju metodom 
provodljivosti, granične vrijednosti su: ≤ 59 mmol/l, za malu vjerojatnost za CF; 60 - 79 mmol/l za moguću 
dijagnozu CF-a i ≥ 80 mmol/l za dijagnozu CF-a. CF – cistična fibroza; CFTR - transmembranski regulator 
provodljivosti za cističnu fibrozu.

Dob

5 – 14 dana

Moguć CF Ukazuje na CF

Kloridi u znoju

Kloridi u znoju

CFTR

0-1 mutacija CFTR-a 2 mutacije CFTR-a

oko 2 tjedna

2 – 4 tjedna

Zaključak

1 – 2 mjeseca

2 – 6 mjeseci

≤ 29 mmol/L ≥ 60 mmol/L30 – 59 mmol/L

Mala vjerojatnost za CF

(+) imunoreaktivni tripsinogen

Roditelji – kloridi u znoju

CFTR
Braća – kloridi u znoju



158

DoDig S., Pavić i. KloriDi u znoju i SigurnoSt Pacijenta. Paediatr Croat. 2018;62:156-161

Smjernice za određivanje klorida u znoju

Kloridi u znoju se mogu određivati probirnim i potvrdnim 
metodama (21). Kod probirnih metoda primjenjuju se ion-
selektivne elektrode, određivanje osmolalnosti ili mjerenje 
provodljivosti (osim klorida određuju se i ostali ioni) (22). 
Opisana je i enzimska metoda određivanja klorida (23, 24). U 
pacijenta kod kojih su probirnim metodama dobivene gra-
nične ili povećane vrijednosti analizu klorida u znoju po-
trebno je učiniti potvrdnom metodom.

Potvrdnom se metodom smatra kvantitativna metoda od-
ređivanja koncentracije klorida u eluatu merkurimetrijskom 
titracijom prema Schalesu (3). Ta je metoda validirana pre-
ma međunarodnom standardu (13, 24), a odvija se u tri 
 postupka: 1) poticanje znojenja, 2) skupljanje znoja i 3) 
određivanje koncentracije klorida u prikupljenom uzorku 
(25, 26). Cijela je procedura vrlo zahtjevna, a ne smije se za-
nemariti ni njena relativno visoka cijena. Načelo poticanja 
znojenja pilokarpinskom iontoforezom (5 - 7 minuta) teme-
lji se na kationskom svojstvu kolinergičnog lijeka pilokarpi-
na (2,62 mmol/L) da u krugu istosmjerne struje (jakosti 0,16 
mA/cm² kože) prodire u kožu (0,1 mg pilokarpina na 1 cm 
kože) i tako potiče žlijezde znojnice na izlučivanje znoja. 
Znoj se većinom skuplja 30 do 40 minuta na filtrirnom papi-
ru, potom eluira 45 minuta s redestiliranom vodom. Prilago-
đena je i za automatizirano spektrofotometrijsko određiva-
nje (27).

Ima autora koji temeljem validacije metode provodljivosti 
vide mogućnost da se tehnički zahtjevna merkurimetrijska 
metoda zamijeni metodom provodljivosti (22, 27). Pritom 
treba obratiti pozornost na interpretaciju rezultata zbog 
 različitih referentnih intervala.

U posljednje su vrijeme za kvantitativno određivanje koncen-
tracije klorida i natrija u znoju opisane metode masene spek-
trometrije (28) i kromatografske metode (29). Collie JT i sur. 
predlažu da se metoda masene spektometrije prihvati kao 
referentna metoda (30). U mnogim zemljama su brojne rad-
ne skupine izradile i dopunjavale smjernice za određivanje 
klorida u znoju. Objavljene su američke (14, 20, 31-34), au-
stralske (35), švicarske (36) i europske (37) smjernice. Većina 
smjernica ne uključuje otkrivanje CF-a alternativnim meto-
dama koje koncentraciju klorida određuju metodama pro-
vodljivosti i osmolalnosti. U Hrvatskoj još nisu izrađene labo-
ratorijske smjernice za postavljanje laboratorijske dijagnoze 
CF-a i zasad postoje samo preporuke za određivanje kon-
centracije klorida dvjema metodama: potenciometrijskom i 
merkurimetrijskom (38). Unutarnja kontrola kakvoće odre-
đivanja koncentracije klorida u znoju provodi se u svakom 
medicinsko-biokemijskom laboratoriju, a Hrvatski centar za 
vrjednovanje kakvoće u laboratorijskoj medicini, CROQALM 
provodi vanjsku kontrolu u nacionalnom programu kvalite-

te rada medicinsko-biokemijskih laboratorija od 2015. godi-
ne (39, 40).

Ako se koncentracija klorida određuje standardiziranom 
merkurimetrijskom titracijom, dobivene vrijednosti se mogu 
interpretirati na sljedeći način:

Djeca do dobi od šest mjeseci (2):

•	 ≤ 29 mmol/L = normalan nalaz

•	 30 - 59 mmol/L = dvojben nalaz

•	 ≥ 60 mmol/L = patološki nalaz.

Sve radne skupine prihvatile su sljedeću interpretaciju za 
odraslu dob, s tim da su australske (35) i britanske smjerni- 
ce (18) ovoj skupini dodale i djecu iznad dobi od sedam 
mjeseci:

•	 ≤ 39 mmol/L = normalan nalaz

•	 40 - 59 mmol/L = dvojben nalaz

•	 ≥ 60 mmol/L = patološki nalaz.

Američki su autori serijski određivali koncentraciju korida u 
znoju novorođenčadi te pokazali da se ona mijenja tijekom 
prvih pet tjedana života. Koncentracija klorida djece u dobi 
od tri do sedam dana iznosila je 23,3 ±5,7 mmol/L, u djece 
od 8 - 14 dana 17,6 ± 5,6 mmol/L, a u djece starije od šest 
tjedana 13,1 ± 7,4 mmol/L (20).

Ako se koncentracija klorida određuje primjenom metode 
provodljivosti, vrijednosti za odrasle interpretiraju se na slje-
deći način:

•	 ≤ 59 mmol/L = normalan nalaz

•	 60 - 79 mmol/L = dvojben nalaz

•	 ≥ 80 mmol/L = patološki nalaz.

U slučaju da se određuje osmolalnost znoja, vrijednosti do-
bivene u miliosmolima (mosmol/L) interpretiraju se kako 
slijedi (36):

•	 ≤ 169 mosmol/L = normalan nalaz

•	 170 - 199 mosmol/L = dvojben nalaz

•	 ≥ 200 mosmol/L = patološki nalaz.

Prema europskim smjernicama pouzdane rezultate koncen-
tracije klorida u znoju mogu izdati laboratoriji koji analiziraju 
najmanje 150 uzoraka na godinu (37).

Sigurnost pacijenta1

Sigurnost pacijenta u procesu laboratorijske dijagnostike 
podrazumijeva pravodobno dobivanje pouzdanih rezultata, 
koji liječnicima u postupku sinteze kliničkih, dijagnostičkih i 

1 Bolesnik, bolesna osoba, bez obzira je li toga svesna i je li zatražila 
liječničku pomoć. Pacijent, svaka osoba koja se obrati liječniku za pomoć, 
bez obzira je li bolesna ili nije bolesna. I zdrava osoba postaje pacijent u 
trenutku kada stupi u medicinsku ustanovu.
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terapijskih podataka omogućuju postavljanje dijagnoze i 
planiranje daljnjih dijagnostičkih i terapijskih postupaka (41).

Proces rada u medicinsko-biokemijskom laboratoriju ne od-
nosi se samo na analitičke postupke, nego uključuje i sve 
postupke počevši od uzorkovanja i analize biološkog mate-
rijala, do završne ispravne interpretacije dobivenih nalaza. 
Znači da laboratorijska dijagnostika obuhvaća tri faze - pred-
analitičku, analitičku i poslijeanalitičku fazu. Pogrješke u la-
boratorijskoj dijagnostici mogu nastati u svim fazama labo-
ratorijskog cikulusa. Danas se najviše pogrješaka događa u 
predanalitičkoj fazi, a najmanje u onoj analitičkoj. Učestalost 
pogrješaka u predanalitičkoj fazi iznosi 46 - 68%, u analitič-
koj 7 - 13%, a u poslijeanalitičkoj fazi 33 - 66% (42, 43). Za 
 sigurnost pacijenta presudne su sve tri faze, a poznavanje 
izvora pogrješaka i njihovo izbjegavanje povećava stupanj 
pacijentove sigurnosti. Iako većina laboratorija primjenjuje 
istu kvantitativnu metodu, ipak postoji neujednačenost 
izvođenja analize, što je glavni uzrok lažno pozitivnih, odno-
sno lažno negativnih rezultata (44).

Osim mogućih općih predanalitičkih (npr. identifikacija pa-
cijenta, rukovanje s uzorkom), analitičkih (npr. zamjena 
 uzoraka, rukovanje s uzorkom, sustav kontrole rada) i po-
slijeanalitičkih pogrješaka (npr. neodgovarajuća metoda, 
pogrješna validacija i izvješćivanje o nalazu, krivi unos poda-
taka, propušteno izvješćivanje o nalazu, referentne vrijed-
nosti) za određivanje klorida u znoju izuzetno su važni kon-
centracija pilokarpina, vrijeme trajanja iontoforeze i eluacije 
uzorka s filtrirnog papira, iskusno osoblje, interpretacija re-
zultata, neodgovarajući plan praćenja te izostanak konzul-
tacija, odnosno i suradnje između liječnika i medicinskog 
biokemičara. Vrijednosti klorida veće od 140 mmol/L sma-
traju se pogrješkom (36). Osobitu pozornost treba posvetiti 
kad se predanalitička faza odvija uz bolesnikov krevet (25). 
Al ternativne metode primjenjuju se kao metode probira 
(33, 45).

Budući da se koncentracija klorida u znoju postupno pro-
lazno povećava u prva 24 sata života, kod novorođenčeta se 
preporučuje da se koncentracija klorida određuje tri dana 
nakon rođenja, a nikako prvih 48 sati. Ako je tjelesna masa 
novorođenčeta manja od 3 kg, kloridi se ne mogu pouzda-
no odrediti (2, 36). Uvijek je potrebno imati na umu moguć-
nost lažno pozitivnih ili lažno negativnih rezultata. Neovisno 
o dobi pacijenta, analizu znoja treba odgoditi ako postoji 
ekcem na mjestima na kojima se postavljaju elektrode za 
pilokarpinsku stimulaciju, kod dehidriranosti, bolesne djece, 
ako bolesnik dobiva sistemske kortikosteroide.

Lažno negativni rezultati mogu se dobiti kod neodgovara-
juće koncentracije primijenjene otopine pilokarpina, kod 
prerazrijeđenog uzorka (kod postupka eluacije s filtrirnog 
papira), kod edema, malnutricije, primjene mineralokorti-
koida. Lažno pozitivne vrijednosti klorida dobivaju se kod 

dehidracije, malnutricije, kod nekih bolesti (hipotireoidizam, 
Adisonova bolest, ektodermalna displazija, ekcem, bolesti 
nakupljanja glikogena) (36), hlapljenja uzorka pri eluaciji 
(25). Vrijednosti na granicama referentnog intervala potreb-
no je ponoviti.

Prema podatcima iz 2016. godine deset laboratorija u Hr-
vatskoj određuje koncentraciju klorida u znoju (46). Šest la-
boratorija ispunjava kriterije o broju godišnjih analiza, a tri 
laboratorija za određivanje kocentracije klorida u zboju pri-
mjenjuju metodu provodljivosti. Gotovo svi laboratoriji su 
uključeni u vanjsku kontrolu kakvoće. Objavljeni rezultati iz 
2016. godine su pokazali da je koeficijent varijacije za kon-
centraciju klorida (21,5 ± 3,2 mmol/L) iznosio 14,7 (13). 
 Budući da se u Hrvatskoj za određivanje koncentracija klori-
da preporučene dvije metode, merkurimetrijska metoda i 
metoda provodljivosti, važno je imati u vidu njihove refe-
rentne intervale, kako ne bi došlo do pogrješne interpreta-
cije nalaza.

ZaKljUčaK

Precizno standardizirano provođenje svih faza određivanja 
koncentracije klorida u znoju, kontrole kakvoće rada i trajna 
suradnja specijalista kliničke i laboratorijske medicine prido-
nijet će dobroj kliničkoj i laboratorijskoj praksi, a u konačnici 
većoj sigurnosti pacijenta.

Kratice:

CF – cistična fibroza
CFTR –  transmembranski regulator provodljivosti za cističnu fibrozu (eng. 

cystic fibrosis transmembrane regulator)
IRT – imunoreaktivni tripsinogen
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S U M M A R Y

Sweat chloride and patient safety
Slavica Dodig, Ivan Pavić

Chloride sweat test is the gold standard for screening of persons with cystic fibrosis. The method includes the following three 

 demanding processes: sweat gland stimulation, sweat collection and chloride measurement. The gold standard for determination 

of chloride concentration in the sample is the mercurimetric titration method, and the conductivity method may also be used. 

 Standardized determination of chlorides in sweat in all phases and constant co-operation of specialists in clinical and laboratory 

medicine will contribute to greater patient safety.
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