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Komora medicinsko - laboratorijskih
dijagnosticara FBiH formirana je kao prva
mati¢na Komora diplomiranih inzenjera
medicinsko-laboratorijske dijagnostike jo$
davne 2010. godine i danas okuplja preko
200 ¢lanova svih nivoa obrazovanja (od I
ciklusa dipl. ing. MLD do I ciklusa
Doktora nauka laboratorijske djelatnosti).

Studenti, clanovi Komore, pa i ¢lanovi
drugih komora i udruzenja imaju priliku
pisati, pokazati i predociti svoja strucna i
nau¢no — stru¢na djela. Zbornik obuhvata
teme iz  razli¢itih  laboratorijskih
djelatnosti 1 to: biohemijsko-
hematoloskih, mikrobioloskih,
imunoloskih, citoloSkih, patohistoloskih,
transfuzioloskih, bromatoloskih,
veterinarskih 1 drugih djelatnosti.

Danas smo  svjedoci  jafanja i
promovisanja digitalizacije radi situacije u
kojoj se planeta Zemlja nasla, te ¢e nam
prvi Zbornik iz laboratorijske dijagnostike
biti  poveznica  informisanja  svih
inovativnith struénih 1 naucno-struénih
zbivanja u zajednici.
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DIJAGNOSTICKA KORISNOST KORISTENJA CA 15-3 1 CEA U KOMBINACILJI U
SKRININGU KARCINOMA DOJKE

Amar Kustura, Berina Hasanefendi¢', Lajla Halilovié!, Velda Smailbegovi¢?

10J Klini¢ka biohemija sa imunologijom, *Odjeljenje radijacijske onkologije, Klini¢ki centar

Univerziteta u Sarajevu

SAZETAK

UVOD: Osim genetske komponente ili prisustva porodi¢ne historije karcnoma dojke i noSenja mutacija
BRCA 11 BRCA 2 gena postoje i drugi rizikofaktori koji povecavaju rizik za razvoj karcinoma dojke. Ova
opaka bolest moZze biti detektovana u ranoj fazi ukoliko imamo dobru kombinaciju tumorskih markera sa
visokom osjetljivos¢u i specificnos¢u. Tako da istrazivaci i kliniCari Sirom svijeta traze najbolju
kombinaciju koja moZze spasiti mnogo Zivota.

METODE: IstraZivanje je provedeno sa alatom za prikupljanje podataka o rizikofaktorima i tumorskim
markerima iz kartona na Odjeljenju porodi¢ne medicine.

REZULTATI: One Sample T-testom je dokazano da postoji statisticka znacajnost prilikom koristenja
kombinacije tumorskih markera CA 15-3 i CEA i da je ona korisna u skriningu karcinoma dojke i njegovih
metastaza, ali takoder u otkrivanju recidiva.

ZAKLJUCCI: Tumorski markeri koji su koristeni ukljuéujuéi CA 15-3 i CEA su bili korisni u dijagnozi,
skrningu i otkrivanju metastaza kod Zena.

AUTOR ZA KORESPODENCIJU
Amar Kustura, Mr. dipl. ing. MLD
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Karcinom dojke je tip karcinoma koji
se formira u Ccelijama dojke. Nakon
karcinoma koZze odnosno melanoma,
karcinom dojke je najces¢e dijagnostikovan
karcinom medu zenama u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama. Karcinom dojke se
moze pojaviti 1 kod muSkaraca i Zena, ali je
mnogo ¢es¢i kod Zena. Veoma vazna podrska
za svjesnost o karcinomu dojke kao i
finansiranje istrazivanja su pomogli da se
desi napredak u dijagnozi 1 lijecenju
karcinoma dojke. Stepen preZivljavanja od
karcinoma dojke se povecao, tako da broj
smrti povezanih sa ovom bolesti se postepeno
smanjuje, najvise zbog faktora kao Sto su
rana detekcija, novi personalizirani pristup

lije¢enju 1 bolje razumjevanje bolesti. (1)

Prema podacima Svjetske
zdravstvene organizacije iz 2020. godine bilo
je 2.3 miliona Zena kojima je dijagnostikovan
karcinom dojke 1 685 000 smrti globalno. Do
kraja 2020. godine bilo je 7.8 miliona Zena
koje su bile Zive sa dijagnostikovanim
karcinomom dojke u pretohnih 5 godina, Sto
je ucinilo da ova opaka bolest bude
najprevalentniji  karcinom na  svijetu.

Karcinom dojke se javlja u svakoj drzavi u

svijetu kod Zena bilo koje dobi nakon

Kustura A. ZKMLDFBIH 2023; 2: 1-14

puberteta, ali sa povecanim rizikom poslije u
zivotu. Mortalitet karcinoma dojke se
mijenjao malo od 1930-ih pa kroz to do
1970-ih kada je sama hirurgija bila primarna
opcija lijeCenja zvana radikalna
mastektomija. Unapredenja u prezivljavanju
su pocela u 1990-im kada drzave
uspostavljaju  programe rane detekcije
karcinoma dojke koji su bili povezani sa
sveobuhvatnim

programima  lijecenja

ukljucujuéi efektivne medicinske terapije. (2)

Prema podacima Federalnog Zavoda
za javno zdravstvo iz 2022. godine, karcinom
dojke je bio najce$¢i uzrok mortaliteta od
malignih neoplazmi kod Zena u Federaciji
Bosne 1 Hercegovine, ispred malignih
neoplazmi bronha 1 plu¢a koji su na drugom
mjestu od mortaliteta medu Zenama i na
prvom mjestu po mortalitetu od malignih

neoplazmi kod muskaraca. (3)

Efektivne procedure i intervencije su

rezultovale u  smanjenju  ucestalosti
dijagnosticiranja u stadiju metastatskog
karcinoma dojke kod Zena u
visokorazvijenim zemljama, dok nejednakost
postoji, Sto treba biti rijeSeno kroz povecanje
svjesnosti o simptomima karcinoma dojke 1
ranoj detekciji. Poveéanje globalnog pokri¢a

1 kvalitete registara karcinoma baziranih na



populaciji, ukljucujuéi skup standardiziranih
podataka o stadiju su klju¢ u pracenju

napretka. (4)

Osim radioloskim etoda koje su
najvazniji nacin detekcije karcinoma dojke,
tumorski markeri su se pokazali kao veoma
dobri u mnogim sferama analiziranja
karcinoma dojke bez obzira da li je u pitanju
dijagnoza, prognoza, detekcija metastaza ili
recidiva. Proces analize tumorskih markera
poc¢inje sa vadenjem krvi i nastavlja sa
centrifugiranjem i dobivanjem seruma ili
plazme i1 zavrSava sa samom analizom na
aparatu. Tumorski markeri u laboratoriji
mogu biti mjereni sa mnogim analitickim
tehnikama ukljucujuéi: mjerenje aktivnosti
enzima, imunoanaliticke testove na receptore
1 instrumentalne tehnike kao Sto su:
hromatografija,  elektroforeza, = masena
spektrometrija/teCna (gasna) hromatografija i
,microarray” systemi. Oni su najceSce
analizirani sa imunohemijskim metodama u
medicinsko-bihemijskoj laboratoriji. Sve

imunohemijske metode su bazirane na

reakciji antigena 1 antitijela. (5)

CEA je  kiseli glikoprotein
molekularne mase 150-300 kDa, sa
determinantom

specificnom humanog

embrionskog antigena. On je tumorski
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marker Sirokog spektra koji moze biti
ekspresiran u razli¢itim tumorima. Povecan
je 1 u serumu pacijenata sa karcinomom
dojke, karcinomom pluca i drugim malignim
tumorima. Antigenska supstanca je stvorena
iz tumorskih ¢elija kod odraslih ljudi, a
nekada su pusSteni u krv gdje se mjere
razli¢itim testovima. Mjerenje CEA moze
posluziti kao dopuna u odredivanju prognoze

pojave recidiva i odgovora na terapiju. (6)

CA 15-3 je glikoprotein Cc¢ije su
koncentracije povecane u oko 69% bolesnika
sa metastatskim karcinomom dojke, a tek kod
23% bolesnika s primarnim karcinomom
dojke. Poveéane koncentracije opazene su
nekad 1 kod dobrocudnih bolesti kao Sto su
benigne bolesti jetre i dojke. Ovaj tumorski
marker se odreduje pri pracenju progresije
bolesti 1 uspjesSnosti terapije u bolesnika sa
uznapredovalom bolesti. Njega prepoznaju
dva monoklonska antitijela, i to: DF3 koje je
razvijeno prema ekstraktu karcinoma dojke
kod pacijentice sa metastazama u jetri i 115
D8 koje je razvijeno prema membrani
globule mlije¢ne masti ¢ovjeka. Vrijednosti
za CA 15-3 se dobijaju odredivanjem MAM-
6 antigena, glikoproteina molekulske mase
od >400 000. On pripada grupi glikoproteina,
a naziva se polimorfni epitelni mucin (eng.

PEM - Polymorphic epithelial mucin), koji se



normalno nalazi u luminalnom sekretu
zlijezdanih stanica, a ne nalazi se u
cirkulaciji. Nakon maligne transformacije
bazalne membrane ¢elija postaju
permeabilne, PEM izlazi u cirkulaciju i
detektira se u serumu testom za CA 15-3.
Vrijednosti CA 15-3 odredenih u istom
uzroku reagensima razliitih proizvodaca se
mogu razlikovati uslijed razlika u metodi 1
specificnosti  reagensa. CA 15-3 u
kombinaciji sa CEA predstavlja koristan

marker kod pacijenata sa potvrdenom

dijagnozom karcinoma dojke i pluca. (7, 8)

2. MATERIJAL I METODE

Istrazivanje je studija kontrole 1
slu¢aja provedena u periodu od jula do
septembra 2021. godine u JU Dom zdravlja
KS odnosno OJ Dom zdravlja Novi Grad, u
sluzbi za primarnu zdravstvenu zaStitu u
centralnom objektu. Uzorak su cinile 200
zena odnosno 100 Zena sa karcinomom dojke
1 100 zena bez karcinoma dojke koje su uzete
kao kontrolna skupina, koje su sakupljene iz
kartona porodicne medicine. Metodom
slu¢ajnog odabira je izvrSen pregled 200
kartona porodi¢ne medicine sa kompletnom
medicinskom dokumentacijom. Ovim se

smanjila moguénost pristrasnosti odnosno
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biasa i povecala se reprezentativnost uzorka,
tj. uzorak dobro predstavlja populaciju u
cjelini odnosno medicinsku dokumentaciju
zene sa karcinomom dojke u cCitavom

Kantonu Sarajevo.

Kriteriji za ukljucivanje u istrazivanje
su bili: Zene oboljele od karcinoma dojke i
kontrole koje predstavljaju Zene bez
karcinoma dojke, pacijentice koje zive u
Kantonu Sarajevo 1 pacijentice sa potpunom
medicinskom dokumentacijom. Dok kriteriji
za iskljucivanje su bili: muskarci oboljeli od
karcinoma dojke, pacijentice koje Zive van
Kantona Sarajevo 1 pacijentice za koje
nemamo dostatnu medicinsku
dokumentaciju. Podaci o vrijednostima
tumorskih markera su preuzeti iz kartona
porodicne medicine, a dobijeni su na
aparatima ARCHITECT 12000SR, Vitros
5600 1 Vitros ECIQ. Prikupljani su podaci:
godine starosti, nivo obrazovanja, bracni
status, da li osoba ima ili je imala
dijagnostikovan karcinom dojke, da 1i je
imala historiju benigne bolesti dojke 1 da li u
njenoj porodici postoji neki ¢lan koji je imao
ili ima dijagnostikovan karcinom dojke.
Dalje su prikupljani podaci o: BMI-u, dobi
prve menstruacije, trudnoama koje su
ispitanice imale, dojenju, menopauzalnom

statusu i potencijalnom koriStenju hormonske
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nadomjesne terapije ili oralnih kontraceptiva 3 i CEA sa 78%, zatim slijede CA 125, CA

1 da li se ispitanica podvrgnula ovariektomiji. 15-3, CA 19-9 1 CEA sa 13% i na kraju CA
Dodatno  su  prikupljeni  podaci o 125, CA 15-3 1 CEA sa 9%.

rizikofaktorima kao §to su: pusenje i alkohol.

Analiza je  provedena  KkoriStenjem
Chart

statistickog ~ paketa  za socioloska

istrazivanja IBM Statistics SPSS v 17.0 1

@
=1
1

programa MedCalc wuz pripremu i
prezentaciju rezultata u programima

Microsoft Word 1 Excel 2016. Prije samih

Frequency

=
=
1
=
o0

analiza uraden je test provjere normalnosti
20

distribucije ~ podataka.  KoriSteni  su

. . . . . 13
Kolmogorov Smirnov i Shapiro-Wilk test i [l B
1)
. . . . . . . CA 125 CA 1!5-3 and CEA CA 125 CA 1‘5-3, CA 199 CA 153 ‘amd CEA
podaci o rizikofaktorima nisu imali and CEA

Tumor markers in diagnosis or screening of breast cancer and its
metastases

normalnu raspodjelu za c¢iju analizu su
primijenjeni neparametrijski testovi kao Sto
su ¥* (Chi Square test) 1 Fisherov egzaktni Slika 1. Koristenje tumorskih markera u
test, a tumorski markeri su imali normalnu dijagnozi ili skriningu karcinoma dojke i
raspodjelu i koriteni su parametrijski testovi njegovih metastaza
kao $to je One Sample T-test. U oba slucaja
vrijednost p < 0.05 je smatrana statisticki

Prvo su uporedeni rezultati tumorskih

znacajnom odnosno sa nivoom pouzdanosti o _ .
markera sa podacima iz literature 1 dobijena

od 95%.
je vrijednost od p < 0.0001 za sve tumorske
markere koji su praceni u ovom radu. Nakon
3. REZULTATI toga su ispitivanjem One Sample T-testom

dobijene vrijednosti: 10.988 za CEA130.925

U nasem uzorku ispitanica oboljelih za CA 15-3, sa p vrijednosti od 0.000 ¢ime je

od karcinoma dojke (N = 100) najéesce dokazano da postoji statistiCka znacajnost za

koriStena kombinacija tumorskih markera u . .. . .
ove varijable ¢ime je potvrdeno da su ovi

pracenju i otkrivanju metastaza jeste CA 15-



Frequency

tumorski markeri koristan pokazatelj u
dijagnozi, pracenju i otkrivanju metastaza i

recidiva.

U uzorku ispitanica sa karcinomom
dojke, dobijene su vrijednosti od 0.4 kao
najnize do 12.4 kao najviSe, sa srednjom
vrijednos¢u X = 3.50 1 standardnom
devijacijom SD = 43.1862, raspon je iznosio
12.0, a to je razlika izmedu maksimalne 1i
minimalne vrijednosti podataka. Median za
uzorak (N = 100) je iznosio 2.30. Referentne
vrijednosti za CEA u naSem uzorku su
iznosile < 4.6 ng/mL za nepuSace 1 < 10

ng/mL za puSace.

Histogram
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Slika 2. Histogram CEA vrijednosti sa
deskriptivnom statistikom

Std. Deviation=3.16862
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Od ukupnog uzorka pacijentica sa
karcinomom dojke (N = 100) 97 ispitanica
(97%) su imale vrijednosti unutar referentnog
opsega prilikom pracenja, 2 ispitanice (2%)
su imale poviSene vrijednosti CEA, a 1
ispitanica (1%) je imala poviSene vrijednosti
CEA i CA 15-3. CEA nije koristen ni u
jednom slucaju prilikom otkrivanja recidiva.
Uporedujuéi nase rezultate sa podacima iz
literature t-testom dobijena je statisticka

znacajnost p < 0.0001.

U uzorku ispitanica sa karcinomom
dojke, dobijene su vrijednosti od 7.4 kao
najnize do 31.3 kao najviSe, sa srednjom
vrijednos¢u X = 19.41 1 standardnom
devijacijom SD = £6.2768, raspon je iznosio
23.9, a to je razlika izmedu maksimalne i
minimalne vrijednosti podataka. Median za
uzorak (N =100) je iznosio 18.40. Referentne
vrijednosti za CA 15-3 su za na§ uzorak

iznosile < 25 kIU/L.
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Slika 2. Histogram CA 15-3 vrijednosti sa
deskriptivnom statistikom

Od ukupnog uzorka pacijentica sa
karcinomom dojke prilikom pra¢enja 76
ispitanica (76%) su imale vrijednosti unutar
referentnog opsega, 23 ispitanice (23%) su
imale poviSene vrijednosti CA 15-3, dok 1
ispitanica (1%) je imala poviSene vrijednosti

CEA 1 CA 15-3. Uporeduju¢i nase rezultate

M=100
Mean=19.411
Median=18.400
Mode=18.4
Std. Deviation=6.2768
Range=23.9
Minimum=7 .4
Maximum=31.3
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sa podacima iz literature t-testom dobijena

je statisticka znacajnost p < 0.0001.

CA 15-3 je koriSten za otkrivanje

recidiva kod 59 ispitanica u nasem uzorku.

Aritmeticka sredina za vrijednosti
CA 15-3 prije recidiva je iznosila 17.57, a
poslije recidiva 26.35 sa standardnom
devijacijom od +5.3219 prije recidiva i

+5.6610 poslije recidiva.

Median je prije recidiva iznosio
18.30, a poslije recidiva 28.40. Najmanja
vrijednost je iznosila 6.9 prije recidiva i 9.1
poslije recidiva, dok je najveca vrijednost
iznosila 31.3 prije recidiva 1 38.8 poslije
recidiva. Raspon za vrijednost CA 15-3 je
iznosio 24.4 prije recidiva 1 29.7 poslije

recidiva karcinoma dojke.



Kustura A. ZKMLDFBIH 2023; 2: 1-14

Tabela 1 Deskriptivna statistika CA 15-3 vrijednosti prije i poslije recidiva karcinoma dojke

VRIJEDNOSTI CA 15-3 VRIJEDNOSTI CA 15-3

PRIJE RECIDIVA POSLIJE RECIDIVA
KARCINOMA DOJKE KARCINOMA DOJKE
ARITMETICKA 17.571 26.347
SREDINA
MEDIAN 18.300 28.400
MOD 18.4 28.4
STANDARDNA 5.6610
DEVIJACIJA >-3219
RASPON 24.4 29.7
MINIMUM 6.9 9.1
MAKSIMUM 31.3 38.8




Osjetljivost koja je kao optimalna dobijena za
otkrivanje recidiva prac¢enjem vrijednosti CA
15-3 i odabrana pomocu cutoff vrijednosti od
19.55 kIU/L je iznosila 81.8% sa
specificnoséu koja je iznosila 100%. Sva
deskriptivna statistika za tumorske markere i
referentne opsege je prikazana na dnu ovog

istrazivanja.

Tabela 2 Referentni opseg za pracene tumorske

markere
TUMORSKI REFERENTNI
MARKERI OPSEG
CEA <4.6 ng/mL
(nepusaci),
< 10 ng/mL (pusaci)
CA15-3 <25 kIU/L
CA 125 <35 IU/mL
CA19-9 <27 kIU/L

4. DISKUSIJA

Prema istrazivanju Coa et al. iz 2019.
godine pracene su vrijednosti tumorskih
markera za 250 pacijentica 1 dokazana je
statisticka znaCajnost izmedu poviSenog

nivoa CA 15-3 sa cutoff vrijednosti od 23
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U/ml i CEA sa cutoff vrijednosti od 5 ng/ml i
razvoja metahronog karcinoma dojke.
Dokazano je da poviSene vrijednosti CEA 1
CA 15-3 su povezane sa metahronim
karcinomom dojke i sa nepovoljnim

dugoro¢nim ishodom prezivljavanja. (9)

Prema istrazivanju Hinga et al. iz
2020. godine pratili su se tumorski markeri
CEA 1 CA 15-3 u dijagnozi, pracenju i
otkrivanju recidiva 1 metastaza karcinoma
dojke. Kod 23 pacijentice (34%) sa
recidivom, poviSeni tumorski markeri su bili
prvi indikator recidiva bolesti prije nego Sto
su se klinicki simptomi pojavili ili
otkrivanjem bilo kojom drugom
dijagnostickom metodom. Dokazana je
povisena vrijednost CEA kod pacijentica sa
recidivom 1 to 10 ng/ml, dok su pacijentice u
kontrolnoj grupi imale 6 ng/ml. Takoder je
prikazano kako je senzitivnost samog
povisSenog CA 15-3 iznosila 71.6% sa
specificnoséu 97%, zatim osjetljivost samog
CEA je 75% sa specificnoséu 92.5%, a
poviSeni nivoi CEA 1 CA 15-3 koriStenog u
kombinaciji za pradenje recidiva 1
dijagnosticke preciznosti su imali osjetljivost

od 93.9% sa specificnos¢u od 89.6%. (10)



U istrazivanju koje su proveli Molina
et al. 2005. godine, istaknuto je da su
najkorisniji tumorski markeri za karcinom
dojke CA 15-3 1 CEA, ali zbog njihove niske
osjetljivosti, ne mogu biti preporuceni za
skrining ili ranu dijagnozu, ali periodi¢no
mjerenje moze biti korisno u ranom
otkrivanju udaljenih metastaza. Ovi markeri
su se mjerili prije svake hemoterapije 1 barem
svaka tri mjeseca kod pacijentica koje su
primale hormonsku terapiju. KoriStenjem
kombinacije viSe tumorskih markera (npr.
CA 15-3, CEA 1 citokeratina) moguce je
kod

povecati senzitivnost na bar 90%

pacijenata sa udaljenim metastazama. (11)

U istraZivanju koje su proveli Aydiner
1 saradnici dokazana je statisticka zna¢ajnost
za koriStenje CA 15-3 za karcinom dojke 1
kod pacijentica bez metastaza 1 sa
metastazama u kostima. Specifi¢nost koja se
oc¢ekuje pri odredivanju vrijednosti CA 15-3
kod karcinoma dojke je 73% sa osjetljivosti

dojke. Koriste¢i kombinaciju CA 15-
3, CEA i citokeratina moguce je povecati
senzitivnost do 90% kod pacijenata sa
udaljenim  metastazama.  Dijagnosticka
osjetljivost samog CA 15-3 je oko 10 15% za
stadij I, 20-25% za stadij 111 30-45% za stadij
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od 73%. CA 15-3 je smatran specifi¢nim
markerom karcinoma dojke posebno vazan
za detekciju metastaza u kostima. Prethodno
je dokazano da senzitivnost CA 15-3 je vecéa
od CEA kod pacijenata sa lokalnim 1

metastazama u kostima. (12)

U istrazivanju koje su proveli Mari¢
et al. 2011. godine je istaknuto da neki od
najc¢es¢e koristenih tumorskih markera su
¢lanovi porodice MUC-1 kao §to su CA 15-3,
CA 27.29, CA 549, zatim CEA, odredeni
onkoproteini kao Sto je HER-2 i citokeratini
(TPA). CA 15-3 1 CEA su bili najcesce
koriSteni tumorski markeri za karcinom dojke
u klinickoj praksi. Osjetljivost 1 specificnost
tumorskih markera je znaajno veca kod
pacijenata sa uznapredovalom bolesti 1
povezana je sa mjestom recidiva. Zbog niske
osjetljivosti dostupnih tumorskih markera u
ranom stadiju bolesti, samo mamografski

skrining moze opravdati sumnju na karcinom

IIT bolesti. Medutim, niski nivoi tumorskih
markera kod pacijenata sa sumnjom na
karcinom dojke ne iskljucuju prisustvo

maligniteta. (13)

U istrazivanju koje su proveli Zaleski

et al. praceni su tumorski markeri CEA, CA



CA

15 3, 1999 1 CA 125 pomocu

automatiziranih imunoeseja. Najbolje se
pokazala kombinacija tumorskih markera CA
15-3 1 CEA sa 90% osjetljivosti i 95%

specificnosti. (14)
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5. ZAKLJUCAK

Prema naSim rezultatima moZemo
zakljuciti da medu Zenama u Kantonu
Sarajevo najces¢i tumorski marker koristeni
u kombinaciji ili individualno u dijagnozi ili
skriningu karcinoma dojke i

metastaza su: CEA 1 CA 15-3.

njegovih

Nakon statistickih analiza dokazano
je da kombinacija CA 15-3 i CEA je koristan
indikator u dijagnozi, skriningu, detekciji

metastaza i recidiva.

PoviSeni nivoi CA 15-3 koriSteni u
pracenju recidiva su imali senzitivnost koja je

1znosila 81.8% sa specificnoS¢u od 100%.
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DIAGNOSTIC USEFULNESS OF CA 15-3 AND CEA COMBINATION IN BREAST
CANCER SCREENING

Kustura A, Hasanefendi¢ B!, Halilovi¢ L!, Smailbegovié¢ V>

'0J Clinical Biochemistry with Immunology, Department of Radiation Oncology, Clinical

Center of the University of Sarajevo

ABSTRACT

INTRODUCTION: Except genetic component or presence of history of breast cancer in family and
carrying BRCA 1 and BRCA 2 genes mutations there are other risk factors that increase the risk of
developing breast cancer. But it can be detected in early stage if we have a good combination of tumor
markers with high sensitivity and specificity. So researchers and practitioners all around the world are
seeking for the best combination that will save many lives.

METHODS: Research is conducted with tool for collecting data about risk factors and tumor markers from
primary healthcare unit record.

RESULTS: With One Sample T-test it is proven that there is statistical significance that using tumor
markers CA 15-3 and CEA in combination is useful in screening breast cancer and his metastases but also
detecting regression.

CONCLUSIONS: Tumor markers which are used including CA 15-3 and CEA were useful in diagnosis,
screening and discovering metastases in females.
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ZNACAJ I OPASNOST UPOTREBE NITRITA I HLORIDA U MESU I MESNIM
PRERADEVINAMA

v T v ., X . . .,
Dzenana Hasanbasi¢!”, Camka Kovag!, Alma Agi¢!, Amila Sut!, Amir Ibrahimagi¢'

ISluzba za hemijsku dijagnostiku, Institut za zdravlje i sigurnost hrane,

Zenica, Bosnia and Herzegovina

SAZETAK

Uvod: Meso predstavlja znaCajan izvor energije za na$ organizam, obiluje proteinima, vitaminima, te
mineralima. Radi oCuvanja mesa u primjeni su brojni nacini konzerviranja medu kojima je upotreba
hemijskih konzervanasa jako raSirena u mesnoj industriji. Nitriti kao konzervansi imaju Siroku primjenu u
mesnoj industriji jer poboljSavaju kvalitet, trajnost i sigurnost proizvoda, posebno zbog inhibicije rasta i
razmnozavanja bakterija. Zbog Stetnog djelovanja nitrita na zdravlje ljudi te dokazanog kancerogenog
djelovanja nitrozamina, upotreba nitrita u mesnoj industriji nastoji se smanjiti. Nitriti su najces¢e dodani
u kombinaciji s kuhinjskom soli (NaCl).

Materijal i metode: U ovom istrazivanju su ispitivane koncetracije nitrita i hlorida u mesu i proizvodima
od mesa, koji su prikupljeni na trziStu Zenicko-Dobojskog kantona u 2022. godini. Ukupno je analizirano
85 uzoraka. Analiza nitrita i hlorida radena je u skladu sa standardima BAS ISO 2918:2007 i BAS ISO
1841-1:2007.

Rezultati: [zmjerena prosjecna koncentracija nitrita u uzorcima je 8,330 mg/kg, a rezultati su se kretali u
rasponu od 0,550 mg/kg do 45,705 mg/kg. Prosjecna koncentracija hlorida je 2,377% m/m, sa rasponom
od 0do 9.955 % m/m.

Zakljucak: Rezultati istraZivanja pokazuju potrebu za kontinuiranim pracenjem koli¢ina nitrita i hlorida
u gotovim proizvodima na trzistu, te primjenu tehnoloskih procesa koji bi smanjili upotrebu ovih aditiva u
mesnoj industriji.

Kljuéne rijeci: nitriti, hloridi, meso
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1. UVOD

Meso i proizvodi od mesa se smatraju
esencijalnim za ishranu stanovnistva. Glavni
sastojci mesa su, pored vode, proteini, masti,
vitamini 1 minerali, Sto mesu daje visok
stepen bioloske usvojivosti. Meso je
posebno vrijedan izvor omega-3 masnih
kiselina, vitamina B12, proteina i Zeljeza.
Navedene karakteristike ¢ine meso 1 mesne
proizvode idealnim za rast mikroorganizama
i bakterija te je bez adekvatne pripreme i
skladiStenja podlozno gubitku nutritivnih
svojstava 1 brzom kvarenju. Kako bi se to
izbjeglo, Siroku upotrebu u prehrambenoj
industriji pronasSli su aditivi. To su tvari
poznate hemijske strukture, koje se
samostalno ne konzumiraju, niti su tipi¢an
su bez

sastojak hrane 1 u pravilu

prehrambene  vrijednosti.  Prihvatljivom
funkcijom aditiva smatra se poboljSanje
nekog od atributa kvaliteta, produZenja roka
teksture 1

trajanja, poboljsanje

organoleptickih osobina, povecanje
nutritivne vrijednosti, stvaranje i poboljsanje
funkcionalnih svojstava, olakSavanje prerade
1 poveCanje prihvatljivosti  potroSaca
(1). Upotreba aditiva u svrhu sakrivanja

oSte¢enja ili kvarenja namirnice kao 1

16

Hasanbasi¢ Dz. ZKMLDFBIH 2023; 2: 15-26

zavaravanja potroSaca strogo je zabranjena

propisima kojima se regulira njihova

upotreba.

Prema funkcionalnim svojstvima, aditivi

biti: konzervansi,  antioksidansi,

mogu
pojacivaci arome, emulgatori, zgusnjivaci,
sredstava za vezivanje 1 sredstava za
zeliranje, bojila, sladila, regulatori kiseline,
enzimski preparati i ostali aditivi. Jedni od
najcesce koriStenih funkcionalnih aditiva u
mesnoj industriji su nitriti, a uz njih 1 so,

odnosno hloridi.

Nitriti imaju vaznu ulogu ne samo kao
konzervansi ve¢ 1 u  formiranju
karakteristiéne crvene boje 1 specifinog
okusa proizvoda od mesa. Osim toga nitriti
se dodaju prilikom prerade i proizvodnje
mesa 1 mesnih proizvoda 1 u kombinaciji s
drugim faktorima kako bi smanjili ili
sprijeciti rast i1 razvoj patogenih bakterija
kao npr. Clostridium botulinum (2). Spore
Clostridium botulinum se nalaze svugdje u
tlu 1 na taj nacin predstavljaju potencijalnu
opasnost za zivotinje i1 prehrambeni lanac.
Simptomi botulinske infekcije ukljucuju

mucninu, povracanje, umor, nesvjesticu,

paralizu miSi¢a 1 poteSkoc¢e disanja, a

razvijaju se unutar 12-72 sati od



kontaminirane hrane.

konzumacije

Oporavak traje nekoliko mjeseci, a stepen
smrtnosti je 10 %. Konzumacija mesnih
proizvoda glavni uzrok je pojave botulizma
jer je upravo meso idealan medij za rast i
razvoj, te proizvodnju toksina Clostridium

botulinum (3).

Funkcija nitrita dodanih mesu zavisi od

nekoliko  faktora: pH, wvrsti mesnih

proizvoda, temperaturi skladistenja,
eventualnom tretiranju zagrijavanjem, te

prisutnosti drugih tvari (npr. limunske kis.).

Antimikrobno djelovanje nitrita je posljedica
stvaranja nedisocirane nitratne kiseline koja
prolazi kroz jonsku barijeru celijskog zida
bakterija 1 u celiji  djeluje toksi¢no (4).
Literaturni podaci pokazuju da je velini
suhomesnatih proizvoda dodatak nitrita
potreban da se sprijeci rast i proizvodnja
toksina C. Botulinum. Koli¢ina nitrita od 5
do 20 mg/kg dovoljna je za odrZavanje
crvene boje mesa, 50 mg/kg za proizvodnju
karakteristicnog okusa, a 100 mg/kg za
antimikrobno  djelovanje. U  veéim
koli¢inama nitriti su Stetni za zdravlje jer
uzrokuju razgradnju eritrocita i vitamina A
te imaju toksi¢ni ucinak na reprodukciju.

Ujedno, nitriti zajedno s amidima stvaraju
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nitrozoamide, dok s derivatima amonijaka,

aminima, stvaraju karcinogene spojeve
nitrozamine (5). Pri tom je klju¢ni faktor za
nastanak nitrozamina koli¢ina nitrita dodana
u mesni proizvod, a nadalje 1 uvjeti prerade,
koli¢ina krtoga mesa koriStena u proizvodnji
inhibitora.

te prisutnost Kkatalizatora 1

Nastanku  nitrozamina pogoduje duze
vrijeme zrenja i skladiStenja trajnih kobasica
te nizi pH, a kod termicki tretiranih mesnih
proizvoda i poviSena temperatura (4). Odbor
za prehrambene additive i1 nutrijente dodane
hrani EFSA (2010) je zakljuc¢io da se stoga
uporaba nitrata i nitrita treba smanjiti na
najnizu mogucu razinu, pritom
omogucavajuci nuzne efekte konzerviranja 1
mikrobioloSke sigurnosti te trajnost mesnih

proizvoda (6).

Prvi dodatak hrani koji su koristile sve
civilizacije je kuhinjska so. Koristi se u
proizvodnji svih mesnih proizvoda, nekada
samo za soljenje, a vrlo ¢esto u kombinaciji
sa natrijum nitritom kao so za salamurenje.
Funkcionalno djelovanje soli u mesnim
proizvodima

ogleda se u smanjenju

aktiviteta vode S$to 1ima bakteriostatski
efekat, ali u 1 povoljnom djelovanju na
senzorne karakteristike (7). Kada se pri

proizvodnji koristi kuhinjska so koja je



higijenski P zdravstveno ispravna njeno
koriStenje bi trebalo da bude bezbijedno.
Medutim kuhinjska so moze negativno da
uti¢e na pigment mesa, odnosno da mijenja
crvenkastu boju u smedu. Takoder je
dokazano da je prekomjerno unosenje soli
uzrok

moguci hipertenzije,

kardiovaskularnih ~ oboljenja,  infekcija

izazvanih Helicobacter pylori, smanjenja

gustine kostiju (8).

Cilj nasSeg rada bio je da se utvrdi koli¢ina
nitrita 1 hlorida u razli¢itim proizvodima od

mesa na trziStu Zenicko-dobojskog kantona.
2. MATERIJAL I METODE

U svrhu ispitivanja koli¢ine nitrita i hlorida
prikupljeno je 85 uzoraka mesa 1 mesnih
proizvoda. Svi uzorci su homogenizirani te
Svi

adekvatno pripremljeni za analize.

koriSteni reagensi su analiticke Cistoce.

Odredivanje nitrita radeno je akreditiranom
metodom prema standardu BAS ISO
2918:1975 (9). Izvagano je 10 g uzorka u
erlenmajericu, dodano 5 ml zasi¢enog
boraks rastvora i 100 ml vode temperature
iznad 70°C, te zagrijavano 15 minuta na
klju¢alom vodenom kupatilu. Sadrzaj tikvice

je ohladen na sobnu temperaturu, te su
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dodana 2 ml rastvora Carez I i 2 ml rastvora
Carez II. Nakon toga je sadrzaj prebacen u
odmjerni sud od 200 ml, te je dopunjen
destilovanom vodom do oznake i stavljen da
stoji 30 minuta na sobnoj temperaturi.
Poslije filtriranja ide proces razvijanja boje,
uz dodavanje reagenasa za razvijanje boje, te
se nakon 3-10 minuta mjeri absorbanca
rastvora na talasnoj duzini od 538 nm na

spektrofotometru (Shimadzu UV-2600).

Odredivanje hlorida je takoder radeno
akreditiranom metodom prema standardu
BAS ISO 1841-1:1996. Izvagano je 10 g
uzorka u erlenmajericu, dodano 100 ml
vruée destilovane vode, te zagrijavano 15
minuta na kljualom vodenom kupatilu.
Sadrza; tikvice je ohladen na sobnu
temperaturu, te su dodana 2 ml rastvora
Carez [ 1 2 ml rastvora Carez I, te ostavljen
30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon
toga sadrzaj je prebacen u odmjerni sud od
200 ml, te dopunjen destilovanom vodom do
oznake. Zatim je sadrzaj filtriran uz
odbacivanje prvog filtrata. Uzeto je 20 ml
filtrata u erlenmajericu, dodato 5 ml nitratne
kiseline, te 1 ml indikatora. Zatim je dodato
20 ml srebro nitrata 1 3 ml nitrobenzena, te
se uradila titracija pomocu kalij-tiocijanata

do pojave stabilne ruzicate boje (10).



3. REZULTATI I DISKUSIJA

Prosjecan sadrzaj nitrita bio je 8,330 mg/kg
(min. 0,550 — max. 45,705 mg/kg). (Slika 1.)
prikazuje prosje¢nu koncentraciju nitrita u
razli¢itim kategorijama mesa, ovisno o0
njihovoj termickoj obradi. Uzorci dimljenog
mesa imaju najveéu koncentraciju nitrita,
medutim, iznenadujuée visoka koncentracija

nitrita pronadena je u svjeZem mesu.
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Veca koncentracija nitrita u svjeZzem mesu
moze se objasniti njihovim utjecajem na
karakteristiénu boju mesa, inhibicijom rasta
bakterija 1 oCuvanjem specifiénog mirisa.
Prosjecne koncentracije nitrita bile su 11,396
mg/kg u dimljenim proizvodima, 10,721
mg/kg u kobasicama, 6,145 mg/kg u slanini,
4,712 mg/kg u suhomesnatim proizvodima i

8,861 mg/kg u svjezem mesu.

slanina suhomesnati
proizvodi

svjeze meso

Kategorije mesa

Slika 1. Prosjecna koncentracija nitrita u razlicitim kategorijama mesa



U Tabeli 1.". su dati podaci o prosjecnoj
koncentraciji nitrita u mesu i proizvodima
od mesa koji su pronadeni u literaturi.
Ukoliko uporedimo dobijene rezultate sa
podacima iz Tabele 1. mozemo zakljuciti da
se naSi rezultati nalaze u sredini ukupnog
raspona ili su u nekim kategorijama bliski

nizim vrijednostima. Medutim ukoliko
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uzmemo u obzir opasnost upotrebe nitrita,
zabrinjavajuci podatak je da je samo svjeze
meso u Australiji bilo bez nitrita od svih

provedenih ispitivanja.

Rezultati su pokazali da je sadrzaj hlorida
bio u rasponu od 0 do 9,955 %m/m

(prosjecna koncentracija 2,377 %m/m).

Tabela 1. Prosjecan sadrzaj nitrita u mesu i proizvodima iz mesa na razlicitim podrucjima.

Kategorija Podrucje-period Srednja vrijednost Referenca
proizvoda nitrita (mg/kg)

Turska (2016) 4,26-46,28 (11)
Dimljeni Kina (2020) 4,0-8,7 (12)
proizvodi Filipini (2021) 0,15-39,07 (13)
SAD (2009) 0,64-7,31 (14)
Sudan (2016) 51,8 (15)
Poljska (2018) 5,79-14,78 (16)
Iran (2016) 139 17)
Kobasice Juzna Koreja (2015) 4,6 (18)
Finska (2016) 8-97,6 (19)
Turska (2016) 6,41-90,02 (11)
Slanina Finska (2016) 11,8 (19)
Italija (2018) 7,7 (20)
Juzna Koreja (2015) 15,8 (18)
Australija (2009) 15,7 (21)
Suhomesnati Koreja (2016) <37,0 (22)
proizvodi Italija (2018) 0,76-25,67 (20)
Sudan (2016) 42 (15)
SvjeZe meso Iran (2016) 38,7 17)
Finska (2016) 22,4 (19)
Australija (2009) 0 (21)




Prosje¢ne koncentracije hlorida bile su 1,85 % u

dimljenim proizvodima, 2,04 % u kobasicama,

9,96 % u slanini, 3,92 % u suSenom mesu 1
1,04 % u svjezem mesu. Slanina ima

najvecu koncentraciju hlorida. (Slika 2.)

Pravilnik o kvalitetu proizvoda od mesa nije

definisao koli¢inu soli.
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Moze se refi da je koli¢ina soli u
proizvodima od mesa definisana preko

organolepti¢kih osobina — ukusa.

Na osnovu eksperimentalnih podataka 1
pregleda podataka iz literature, vidi se da
su koli¢ina i nacin dodavanja kuhinjske soli
specifiéni za svaku grupu proizvoda od

mesa.

suhomesnati svjeze meso slanina

proizvodi

Kategorije mesa

Slika 2. Prosjecna koncentracija hlorida u razlicitim kategorijama mesa
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Raspon sadrzaja soli u proizvodima od mesa razli¢itim  koncentracijama  ovisno o

na razli¢itim podru¢jima prikazan je u karakteristikama proizvodnog procesa. To
Tabeli 2, gdje vidimo da cak 1 slicni ili sugerira da je izvedivo opcenito smanjiti
ekvivalentni proizvodi mogu biti razradeni s udio soli u hrani.

Tabela 2. Prosjecna koncentracija soli u proizvodima od mesa na razlicitim podrucjima

Kategorija proizvoda Podrucje Prosjecna Referenca

koncentracija soli (%)

Dimljeni i suhomesnati SAD 8,68 (23)
prozvodi

Slanina SAD 3,99 (23)
Kobasice SAD 3,23 (23)
Dimljeni proizvodi Srbija 3,44 (24)
Kobasice Srbija 2,95 (24)
Kobasice Spanija 3,18 (25)
Kobasice Ceska 2,45 (26)

republika
Kobasice Njemacka 2,03-2,34 (26)
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4. ZAKLJUCAK

Rezultati koje smo dobili naSim istrzivanjem
su nam pokazali da je kvalitet proizvoda od

mesa po pitanju sadrzaja hlorida i nitrita na

podrucju  Zenicko-dobojskog  kantona
relativno zadovoljavajuci. Znacajne

koncentracije nitrita u svjezem mesu ipak
ukazuju na potrebu cCeS¢eg monitoringa,
kada uzmemo u obzir sve zdravstvene rizike
koje njihovo prisustva izaziva. Takoder je
potrebna dalja neprekidna 1 sistemska
kontrola kako bi se dobili Sto realniji podaci
o sadrzaju natrijum hlorida u proizvodima
od mesa i na osnovu toga donijele preporuke
o maksimalno dozvoljenim koli¢nimama u
pojednim kategorijama proizvoda od mesa.
literature

Poredenjem sa rezultatima iz

takoder mozemo zakljuciti da je moguce

smanjiti upotrebu nitrita 1 hlorida, uz
adekvatno  prilagodavanje  tehnoloskog
procesa.
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THE IMPORTANCE AND DANGER OF USING NITRITE AND CHLORIDE
IN MEAT AND MEAT PRODUCTS
Hasanbagi¢ Dz!, Kovaé C!, Agi¢ A, Sut A1, Ibrahimagi¢ A'

"Department for Chemical Diagnostics, Institute for Health and Food Safety Zenica,

Bosnia and Herzegovina

ABSTRACT

Introduction: Meat represents a significant source of energy for our organism, rich in proteins, vitamins,
and minerals. To preserve meat, various methods of preservation are employed, among which the use of
chemical preservatives is widespread in the meat industry. Nitrites, as preservatives, find broad
application in the meat industry as they enhance product quality, shelf life, and safety, particularly due to
the inhibition of bacterial growth and reproduction. However, due to the harmful effects of nitrites on
human health and the proven carcinogenic effects of nitrosamines, efforts are made to reduce their use in
the meat industry. Nitrites are most commonly added in combination with table salt (NaCl).

Materials and Methods: The concentrations of nitrites and chlorides in meat and meat products collected
from the market in the Zenica-Doboj Canton in 2022. were examined in this study. A total of 85 samples
were analyzed. Nitrite and chloride analysis were performed in accordance with BAS ISO 2918:2007 and
BAS ISO 1841-1:2007 standards.

Results: The measured average concentration of nitrites in the samples was 8.330 mg/kg, with results
ranging from 0.550 mg/kg to 45.705 mg/kg. The average chloride concentration was 2.377% , with a
range from 0 to 9.955%.

Conclusion: The research results indicate the need for continuous monitoring of nitrite and chloride
levels in finished products on the market, as well as the implementation of technological processes to
reduce the use of these additives in the meat industry.

Keywords: nitrites, chlorides, meat

CORRESPONDING AUTHOR

DzZenana Hasanbasic, grad. chem. eng.
Department for Chemical Diagnostics
Institute for Health and Food Safety Zenica
Tel. 061-354-659

E-mail: dzenana.hasanbasic@inz.ba

26


mailto:dzenana.hasanbasic@inz.ba

Idrizovi¢ E. ZKMLDFBIH 2023, 2: 27-37

BIOLOSKE OPASNOSTI U HRANI

Emina Idrizovi¢, Belma Hodzi¢, Manja Kunarac, Naida Rami¢

Institut za zdravlje 1 sigurnost hrane, Zenica, Bosna i Hercegovina

SAZETAK

Uvod: Bioloske opasnosti u hrani su organizmi ili tvari, koje oni proizvode, a koje predstavljaju prijetnju
po ljudsko zdravlje. Ove opasnosti uzrokuju tre¢inu globalnih bolesti u svijetu, a njihov uticaj ogleda se
kroz zdravstvene i ekonomske posljedice. Bioloski kontaminanti hrane mogu biti: bakterije, virusi,
kvasci, paraziti i plijesni, mada se o plijesnima uglavnom raspravlja u kontekstu mikotoksina.

Cilj: Ukazati na vaznost procjene bioloskih rizika iz hrane, podizanje svijesti gradana i razvoja metoda i
sistema koji bi omoguc¢ili otkrivanje bolesti koje se prenose hranom.

Diskusija: Procjenjuje se da virusi uzrokuju vise od 50% bolesti koje se prenose hranom, a najznacajniji
su hepatitis A, norovirusi, rotavirusi. Bakterije koje se prenose hranom odavno su poznate i stolje¢ima
odnose zivote ljudi, a najznacajnije su kampilobakterioza, salmoneloza, jersinioza, a slijede je
Escherichia coli (STEC) koja proizvodi Shiga toksin i Listeria monocytogenes infekcije. Broj oboljelih
od kampilobakterioze ¢inio je vise od 62% svih prijavljenih potvrdenih slucajeva u Evropi u 2021 g.,
medutim u BiH nije bilo prijavljenih slucajeva kampilobakterioze, vjerovatno zbog neotkrivanja i
netestiranja. Salmoneloza je i dalje druga najcesce prijavljena zoonoza, a serotip Salmonella Enteritidis je
i dalje najcesci prijavljeni uzro¢nik izbijanja trovanja hranom u Evropi. Danas ne smijemo zanemariti ni
postojanje sve veceg broj patogena u nastajanju, kao ni mogucnost promjene virulentnosti poznatih
patogena i razvoj rezistencije na antibiotike u kontekstu lanca prehrane. Vazan alat za smanjenje i
kontrolu bioloskih opasnosti koje se prenose hranom je procjena rizika koja se ogleda u njegovoj
sposobnosti da identifikuje opasnosti i procjeni njihov uticaj na populaciju.

Zakljucdak: Sigurnost hrane u buduénosti potrebno je sagledavati kroz procjenu rizika potencijalno novih
i ve¢ poznatih opasnosti, a BiH mora uloziti dodatne napore kako bi razvila efikasne mehanizme testiranja
i prepoznavanja bolesti povezanih sa hranom.

Klju¢ne rijeci: Bioloske opasnosti, rizici, sigurnost hrane.
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1. UVOD

Svake godine javljaju se milioni slucajeva

bolesti koje se prenose hranom Sirom
svijeta, a njihov globalni uticaj ogleda se
kroz zdravstvene i ekonomske posljedice,
iako, vrlo cCesto, bolesti koje se prenose
hranom ostaju neprepoznate i neistrazene
(1). Danas, u kontekstu lanca prehrane, ne
smijemo  podcijeniti  niti  zanemariti
postojanje sve veceg broja patogena u
nastajanju, potencijalnih promjena
virulentnosti poznatih patogena i1 pojavu
rezistencije na antibiotike (10). Bioloski
kontaminanti hrane mogu biti: bakterije,
virusi, kvasci, paraziti i plijesni, mada se o
plijesnima uglavnom raspravlja u kontekstu
mikotoksina koji se sve CeS¢e svrstavaju u
hemijske kontaminante. Svi oni
predstavljaju rizike koji mogu uzrokovati
infekciju, trovanje pa cak 1 smrt, a direktno

su povezani sa statusom domacina (dob,

imunoloski status 1 dr.), patogenosti
mikroorganizma i infektivnom dozom (2).
Putevi  prenosa  bioloSkih  opasnosti

obuhvataju: fekalnu kontaminaciju, koja
moze imati porijeklo sa zemljiSta ili vode 1
losih  higijensko sanitarnih uslova u

klaonicama, ljude kao izvor kontaminacije,
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zbog loSe licne higijene, te unakrsnu

kontaminaciju  prehrambenih  proizvoda
Sirenjem sa okoline, u toku proizvodnje ili
obrade hrane, zbog losih i neodgovarajucih
sanitarnih uslova (5). Kontrola bioloskih
opasnosti u hrani najviSe se oslanja na
prevenciju kontaminacije u svim fazama
uzgoja, pripreme 1 distribucije, kroz
uspostavljanje procedura zasnovanih na
dobroj proizvodackoj praksi (GMP) i analizi
opasnosti  kontrolnih  kriticnih  tacaka

(HACCP) (3). Drugi alat za kontrolu
bioloskih opasnosti u hrani jeste procjena i
upravljanje rizicima (1).

1.1.

Najznacajniji  bakterijski

uzrocnici trovanja hranom

Bakterije koje uzrokuju trovanja hranom
odavno su poznate 1 stolje¢ima odnose
zivote ljudi. Jedna od dobro poznatih
bakterijskih opasnosti je kolera, koja se 1
dalje pojavljuje u nerazvijenim zemljama,
iako je u dvadesetom stoljecu u razvijenim
zemljama prestala biti bolest od javnog
znaCaja. Druge  bakterijske infekcije
probavnog sistema poput salmoneloze 1
kampilobakterioze i1 dalje predstavljaju velik

javno-zdravstveni problem i u razvijenim



zemljama (2). Prema EFSA-inom izvjestaju,
iz 2021.g., u Evropi prva najces¢a zoonoza
kod ljudi bila je kampilobakterioza, a slijede
je salmoneloza, jersinioza 1 infekcije
uzrokovane Escherichia coli koja produkuje
Siga toksin (STEC). Broj oboljelih od
kampilobakterioze ¢inio je vise od 62% svih
prijavljenih i1 potvrdenih slucajeva oboljelih
ljudi. (6). Prema izvjeStaju Federalnog
zavoda za javno zdravstvo u Federaciji BiH
nije niti

kampilobakterioze ljudi u 2019., 2020. 1

prijavljen jedan  slucaj
2021. godini (7). Salmoneloza je druga
najcesce prijavljena zoonoza u 2021. g. u
Evropi, dok je serotip S. Enteritidis naj¢esci
prijavljeni uzrocnik epidemija uzrokovanih
hranom (6). Broj potvrdenih slucajeva
salmoneloze, u BiH, iznosio je 40 slucajeva
u 2021. g (8), dok je broj potvrdenih
salmoneloza u FBiH u 2021. g bio 21 slucaj
(7).

prijavljena zoonoza, a slijede je Escherichia

Jersinioza je bila treca najceSce
coli (STEC) koja proizvodi Shiga toksin i

Listeria  monocytogenes infekcije. L.
monocytogenes je najteza zoonotska bolesti,
s najve¢im brojem hospitalizacija 1 najviSim
stopama smrtnosti (6). U BiH u 2021.g. od

ukupnog broja analiziranth uzoraka njih
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0,5% bili su pozitivni na L. monocytogenes

(.

jersiniozu 1 STEC E. coli infekcije za

Nije bilo dostupnih podataka za

podru¢je BiH ili FBiH. Cronobacter spp.
(Enterobacter sakazakii) je oportunisticki
patogen povezan s infekcijama koje se
prenose hranom, a smatra se opasnim po
zivot dojencadi (12). Toksikogene bakterije
Cesto su povezana sa izbijanjem epidemija,
a Bacillus cereus postaje sve vazniji
uzro¢nik toksikogenih trovanja hranom u
Evropi. Toksini Clostridium perfringens su
uzrokovali najve¢i broj sluCajeva smrti, a
Staphylococcus aureus toksini najveci broj
hospitalizacija u 2021. g (6). Na podrucju
BiH 191

toksikoinfekcija/intoksikacija u 2021. godini
®).

prijavljen je slucaj

1.2. Najznacajniji virusni

uzrocnici trovanja hranom

Virusne bolesti koje se prenose hranom su
glavni uzro¢nik svih bolesti koje se prenose
Putevi obuhvataju

hranom. prenosa

konzumiranje  proizvoda  Zivotinjskog
porijekla koji su kontaminirani zoonoti¢nim
virusima, konzumiranje hrane koju su

kontaminirale zaraZzene osobe u procesu



rukovanja hranom i putem kontaminirane
vode (13). Oni se ne razmnozavaju u hrani 1
time ne predstavljaju opasnost u smislu
kvarenja hrane, ali su u stanju da uzrokuju
invazivnu infekciju nakon unosa niskih doza
virusa. Hepatitis A, norovirus i rotavirusi su
prepoznati kao najznacajniji virusi koji se
prenose hranom (9), ali ne smijemo
zanemariti ni sapovirus i hepatitis E virus
(13). Norovirus je glavni uzrocnik nastanka
akutnih nebakterijskih gastroenteritisa, a u
Evropi je bio tre¢i najCeS¢e prijavljeni
uzro¢nik trovanja hranom u 2021. g (6).
Rota virusi mogu uzrokovati teske bolesti
kod djece, starijih i imunokompromitovanih
osoba, dok kod odraslih zdravih osoba
obi¢no ne uzrokuju teSke oblike bolesti.
Cesto su ukljueni u izbijanje sporadi¢nih
epidemija medu djecom u razvijenim
zemljama i zemljama u razvoju (13). Sest
drzava ¢lanica EU (Evropska unija) je
prijavilo izbijanje epidemija uzrokovanih
Hepatitis A virusom koje su povezane sa
hranom. Trovanja hranom uzrokovana
hepatitis E virusom zabiljezena su u EU, a
od ostalih virusa prijavljen je jedan slucaj
trovanja hranom uzrokovan adenovirusom

(6). U BiH u 2021. godini nije bilo
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prijavljenih pojedinacnih slucajeva virusnih
trovanja hranom (8), a FZZJZ (Federalni
zavod za javno zdravstvo) je izvijestio da
nije bilo oboljelih
Federaciji BiH u 2021 godini. Za hepatitis E

od hepatitisa A u

nije bilo dostupnih podataka (7).

1.3. Najznacajniji parazitski

uzrocnici trovanja hranom

Parazite, kao bioloske opasnosti povezane sa
hranom, ne treba zanemariti, a globalna
hranom

trgovina omogucava

Neki od

njihov

transport ~ Sirom  svijeta.

najznaajnijih parazita koji se prenose

hranom su: vrste iz roda Trichinella,
Echinococcus granulosus, Cryptosporidium
hominis i Cryptosporidium parvum, Giardia
intestinalis  (lambia) (2). Ukupan broj
epidemija 1 slu€ajeva trihineloze u EU je u
opadanju posljednih deset godina (6). U BiH
nema prijavljenih sluc¢ajeva parazitarnih

oboljenja kojima je put prenosa bila hrana

(8).



2. DISKUSIJA

Stanovnici razvijenih zemalja imaju jace
razvijenu svijest o bolestima koje se prenose

hranom, njihovim putevima prenosa i

rizicima PO zdravlje, vjerovatno, zbog

boljeg sistema kontrole i obavjestavanja (4).
Evropska agencija za sigurnost hrane
(EFSA) vrsi procjenu rizika u Evropi i daje
nau¢na misljenja 1 savjete za upravljanje
sa hranom.

rizicima koji su povezani

Procjena rizika koji svake

bioloske

poticu iz

pojedinacne opasnosti  mora

obuhvatiti: identifikaciju opasnosti,

karakterizaciju opasnosti, procjenu
izlozenosti 1 karakterizaciju rizika (1, 11).
Kada govorimo o trovanjima hranom 1
njihovom uticaju na zdravlje ljudi EFSA u
svom izvjeStaju koristi sljede¢e podatke:
ukupan broj slucajeva (oboljelih), broj i udio
(o)

hospitalizacije 1/ili smrti, srednju veli¢inu

slucajeva koji  su doveli do

izbijanja  (srednji  broj slucajeva po

izbijanju), raspon izbijanja  slucajeva

(minimum i maksimum), te stopu izbijanja i
prijavljivanja  sluajeva na  100.000
stanovnika. Stopa izbijanja 1 prijavljivanja
slu¢ajeva na 100 000 stanovnika koristi se
kao relativna

mjera pojavljivanja u
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populaciji  koja  omogucava  direktno
poredenje medu drzavama, nezavisno od
veli¢ine populacije (6). IzvjeStaj sadrzi
podatke koje su prijavile drzave ¢lanice EU
(27 ¢lanica) 1 Ujedinjeno Kraljevstvo, te 7
drzava koje nisu ¢lanice EU, a to su: BiH,
Island, Crna Gora, Norveska, Republika
Sjeverna Makedonija, Srbija i Svicarska.
Ukupno je prijavljeno 4088 epidemija
trovanja u kojima je oboljelo 33 813 osoba,
od ¢ega je 2560 hospitalizovanih slucajeva i
33 smrtna slucaja. Bosna i Hercegovina
prijavila je EFSA-i dvije epidemije trovanja
dokaze

hranom, koje nisu imaje jake

povezivanja sa hranom koja ih je
uzrokovala. Ove dvije epidemije trovanja
hranom obuhvatile su 66 oboljelih osoba 1
jedan hospitalizovani sluc¢aj, $to nas dovodi
do stope izbijanja po stanovniku od 2,0 (6).
Izvjestaj koji je izdala Agencija za sigurnost
hrane kaze da od 01.01.2021.g. do
31.12.2021. g. Agenciji nisu dostavljeni
podatci o registrovanim epidemijama kojima
je put prenosa hrana (8). Ovo neslaganje u
IzvjeStajima jasno wukazuje na manjak
kapaciteta BiH da uspostavljene mehanizme
prikupljanja 1 obrade podataka dosljedno
Takode

provodi. manjak dokaza za



povezivanje uzro¢nika trovanja hranom i put
prenosa ukazuje na postojanje potrebe za
uspostavljanje dodatnih mehanizama koji bi
osigurali  sve

potrebne  kapacitete za

dobivanje ovakvih podataka.

Broj oboljelih od kampilobakterioze €inio je
visSe od 62% svih prijavljenih potvrdenih
slu¢ajeva u Evropi u 2021 g., a naj¢esc¢i put
prenosa povezuje se sa konzumiranjem
mlije¢nih 1 peradarskih proizvoda (6). Bosna

1 Hercegovina je 2018 g. preuzela Uredbu

Evropske komisije 2017/1495 od 23.
kolovoza 2017. o izmjeni Uredbe br.
2073/2005 u pogledu kontrole
Campylobacter spp. u trupovima brojlera"
¢ime je prvi put zakonski regulisana
kontrola kampilobakter vrsta u
prehrambenom lancu. Prema izvjeStaju

Agencije za sigurnost hrane i Federalnog
zavoda za javno zdravstvo nije bilo
prijavljenih  slucajeva

kod ljudi u 2021. g. (7, 8), iako je u Europi

kampilobakterioze

kampilobakterioza jedna od najcescih

32

Idrizovi¢ E. ZKMLDFBIH 2023, 2: 27-37

prijavljenih bolesti koje se prenose hranom
(Slika 1.) (6). Salmoneloza je u Evropi bila
druga najces¢e prijavljena zoonoza u 2021.
g., a najcescée je povezana sa konzumiranjem
jaja, proizvoda od jaja i mjeSane hrane (6).
Od ukupnog broja analiziranih uzoraka u
BiH koji su prijavljeni Agenciji za sigurnost
hrane ukupno je 0,2% uzoraka bilo
pozitivno na salmonela vrste, od Cega je
najvec¢i broj kontaminiranih uzoraka bio iz
grupe meso i proizvodi od mesa (8). U
svome izvjeStaju Agencija za sigurnost
hrane

za 2021. g. je izvjestila 40

pojedinacnih slucajeva salmoneloze Ciji je
put prenosa hrana (8). U BiH u 2021.g. od
ukupnog broja analiziranth uzoraka njih
0,5% bili su pozitivni na L. monocytogenes
(7), ali nema prijavljenih slucajeva listerioze
kod ljudi u FBiH u 2021 g. (8). Jersinioza je
bila znacajan bakterijski uzro¢nik trovanja
hranom u Evropi zauzimajuéi tree mjesto
kao najcesce prijavljena zoonoza, a slijede je
coli

Escherichia

Shiga

trovanja  uzrokovana

(STEC) koja proizvodi toksin.



Idrizovi¢ E. ZKMLDFBIH 2023; 2: 27-37

§

100000

127840

Foodborne outbreaks

7 Gutress ) 5 ot

Foed vebice cousing.
g eideree
peey

| Nt ovttwnsia
e A peinhmir”

EU
BIH

TEgQoERRx

Trend + 7 296

URHETTHTE!

i

©
>
(]
QL
©
O
=
wvy
b
£
(23]

RGeNEIFEEELES

Broj umrlih

uEU

Postotak hospitalizacije

35,3%

W rocan W Usiae

Slika 1. Prikazuje statisticke podatke kampilobakterioze u EU, BiH i Evropi (obuhvata 27 ¢lanica EU, Ujedinjeno
kraljevstvo i 7 drzava koje nisu ¢lanice EU, a to su: BiH, Island, Crna Gora, Norveska, Republika Sjeverna

Makedonija, Srbija i Svicarska) (6, 8).

Virusne bolesti koje se prenose hranom
poprimaju sve vec¢i javnozdravstveni znacaj,
i pokazuju tendenciju rasta u zadnjem
desetljeu. Zbog velikog broja epidemija
koje wuzrokuju 1 velikog broja oboljelih
najznacajniji uzroc¢nici virusnih bolesti koje
se prenose hranom u Evropi su Norovirus
(Slika 2) 1 hepatitis A virus (13). Norovirus
je bio tre¢i najznacajniji uzro¢nik trovanja
hranom u EU, dok je u Sest drzava cClanica
bio prvi najznacajniji uzro¢nik trovanja
su najcesce

hranom. Namirnice koje

povezane sa prenosom virusnih bolesti su
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Skoljke, svjezi proizvodi poput voca i povréa
1 gotova hrana. Epidemije Hepatitis A
virusom je prijavilo Sest drzava ¢lanica EU,
a putevi prenosa su bili bobiéasto voce,
sokovi 1 mjesovita hrana (6). U 2021. godini
u BiH nije bilo prijavljenih slucajeva
zarazenih virusom hepatitisa A kojima je put
prenosa hrana (8). Smatra se da virusi, koji
se prenose hranom, uzrokuju vise od 50%
svih bolesti koje se prenose hranom u svijetu
(9). Bosna 1 Hercegovina nema zakonsku
nitt  nacionalni

regulativu program

monitoringa hrane u smislu kontrole



kontaminacije hrane virusima.
Uspostavljanju  kapaciteta u BiH za
mogucénost dijagnosticiranja 1 pracenja

virusa koji se prenose hranom, a s obzirom

Broj epidemija u EU

Broj zemalja koje su prijavile bolesti
uzrokovane trihinelom, kao i ukupan broj
epidemija i slucajeva trihineloze u cijeloj
EU je u padu u posljednjih 10 godina. BiH
nije imala prijavljenih slucajeva oboljelih od

trihinelize (8), a FZZJZ je izvijestio da nije
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na sve vecu javnozdravstvenu znacajnost
virusa koji se prenose hranom, trebalo bi

posvetiti vecu paznju u narednim godinama.

Broj umrlih EU

1

Postotak hospitalizacije EU
2,4%
’ (o)

Slika 2. Prikazuje statisticke podatke za Norovirus u EU. (8).

bilo oboljelih od trihineloze u FBiH u 2021

g. U EU prijavljena su dva slucaja

kriptosporidioza povezanih sa hranom, i
slucajevi giardiaza. U FBiH prijavljen je
jedan slucaj giardiaze 1

jedan slucaj

amebijaze (7).



3. ZAKLJUCCI

Sigurnost hrane u buduénosti potrebno je
sagledavati kroz procjenu rizika potencijalno
novih 1 ve¢ poznatih bioloskih opasnosti

koje je potrebno stalno pratiti i analizirati.

BiH mora uloziti dodatne napore kako bi
razvila efikasne mehanizme kontrole,
testiranja, prepoznavanja 1 povezivanja

puteva prenosa bolesti povezanih sa hranom.
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BIOLOGICAL FOOD HAZARDS
Idrizovi¢ E, Hodzi¢ B, Kunarac M, Rami¢ N.

ABSTRACT

Introduction: Biological hazards in food are organisms or compounds they create, which represent a risk
to human health. These hazards cause third of the global diseases and their impact is significant to general
health and economy. Biological food contaminants can be bacteria, viruses, yeasts, parasite, and mold.
Although the mold has been discussed in context of mycotoxin.

Aim: To present the importance of biological food hazard assessment and raising awareness as well as
development of methods and systems that would allow detection of food born illness.

Discussion: It is estimated that viruses cause more than 50% of food borne diseases and most significant
are hepatitis A, norovirus, rotavirus. Bacteria that are transmitted by food are well know and have been
cause of death for centuries. Most significant of these are: campylobacteriosis, salmonellosis, yersinosis
and are followed by Escherichia coli (STEC) which produces Shiga toxin and Listeria monocytogenes
infections. Number of patients caused by campylobacteria was more than 62% of all reported and
confirmed cases u 2021. However, in Bosnia and Hercegovina, mainly because of lack of identification
and lack of testing, we haven’t had single reported case of campylobacteriosis. Salmonellosis is still
second most reported zoonosis and serotype Salmonella Enteritidis is the most commonly reported cause
of food poisoning outbreak in Europe. We can’t neglect the fact of even larger number of pathogens that
are being formed, nor possibility of change in virulence of known pathogens and antibiotics resistance
development in context of food chain. Important tool for control and reduction of food born biological
hazards is risk assessment that has ability to identify critical points and assess these risk factors for
population.

Conclusion: The development of food safety must include risk assessment of potentially new and know
hazards. Bosnia and Herzegovina need to put additional effort to develop efficient testing mechanisms
and recognition of food born illness.

Key words: Biological hazard, risk, food safety.
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MOLEKULARNE METODE U LABORATORIJSKOJ DIJAGNOSTICI
Kamelija Madacki Todorovié¢
Sarajevo School of Scienece and Technology, Medical school

Hrasnicka cesta 3a, 71000 Sarajevo, Bosna 1 Hercegovina

Kamelija Madacki Todorovi¢, SSST Medicinski fakultet; kamelija.madacki@ssst.edu.ba

ABSTRACT

Savremene molekularne metode revolucionirale su laboratorijsku dijagnostiku posljednjih desetljeca,
pruzajuci nevjerovatne uvide u genetsku i molekularnu osnovu bolesti. Ovaj rad daje pregled kljucnih
molekularnih tehnika koje se koriste u laboratorijskoj dijagnostici i njihov uticaj na klinicku praksu. Rad
obuhvata pregled tehnike amplifikacije nukleinskih kiselina kao §to su lancana reakcija polimerazom
(PCR), PCR u stvarnom vremenu, isti¢uc¢i njihove primjene u otkrivanju i kvantificiranju genetskog
materijala. Dodatno, ulogu sekvenciranja sljedece generacije (NGS) u otkrivanju genomskih informacija,
omogucavaju¢i sveobuhvatnu analizu genetskih varijacija povezanih s raznim bolestima. Primjena
molekularne dijagnostike je klju¢na u tacnom i pravovremenom otkrivanju bolesti u infektivnim bolestima,
onkologiji i genetskim poremecajima. Kako se molekularne metode nastavljaju razvijati, primjena istih
otvara moguénosti za povecanje preciznosti, brzine i obima laboratorijske dijagnostike, $to u konacnici
pridonosi ucinkovitom lijeCenju pacijenata, te personaliziranim pristupima lijecenja pacijenta.

Napredak u molekularnim metodama revolucionirao je laboratorijsku dijagnostiku, nude¢i neuporedivu
preciznost i u¢inkovitost u otkrivanju i karakterizaciji bolesti. Naglasak je na primjeni molekularnih tehnika
u savremenom dijagnostickom pristupu, njihova ulogu u identificiranju genetskih markera, uzro¢nika
infekcija i razlicitih procesa na nivou celije.

Tehnike hibridizacije nukleinskih kiselina, kao $to su fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) i microaray
su metode koje olakSavaju vizualizaciju i identifikaciju specificnih sekvenci DNA ili RNA, nudeci
dragocjene uvide u hromosomske abnormalnosti i obrasce ekspresije gena. Savremena primjena
molekularne dijagnostike i metoda vazne su u procesu donoSenje klini¢kih odluka, terapijske strategija i
pristupa personalizirane medicine. Molekularne metode imaju sve istaknutiju ulogu u laboratorijskoj
dijagnostici, pruzaju¢i klini¢arima neprocjenjive uvide u tacnu dijagnostiku i personaliziranu brigu za
pacijente.

Primjena molekularne dijagnostike pored zaraznih bolesti i genetike takoder ima ulogu u farmakogenomici,
personaliziranoj medicini i pracenju onkoloskih pacijena.

Kljuéne rijeci: molekularne metode, laboratorijska dijagnostika, personalizirana medicina
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UvVOD

Molekularna

dijagnostika, koristenje
dijagnostickog testiranja za razumijevanje
molekularnih mehanizama bolesti pojedinog
pacijenta, bit ¢e klju¢na u pruzanju sigurne i
ucinkovite terapije za mnoge bolesti u
buduénosti. Dijagnostika uti¢e na ¢ak 70 %
donosenja odluka u =zdravstvu, a nova
generacija dijagnostickih testova koji pruzaju
uvide na molekularnoj razini ispunjava
obecanje personalizirane medicine. Uloga
molekularne dijagnostike u personaliziranoj
medicini obuhvata slijedece aspekte:

* Rano otkrivanje i odabir odgovarajuceg
lijeCenja za koje se na temelju molekularne
dijagnostike utvrdi da su sigurni i u¢inkoviti

+ Integracija molekularne dijagnostike s

terapijom
* Pracenje terapije kao 1 odredivanje
prognoze
Molekularne metode u laboratorijskoj

dijagnostici igraju klju¢nu ulogu u analizi
genetskog materijala kako bi se identificirale
genetske promjene, dijagnosticirale bolesti,
pratili  terapijski

odgovor 1  pruzile

informacije o individualnim genetskim

karakteristikama pacijenata. Ove metode
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omogucava detaljniju 1 precizniju analizu na
molekularnoj razini, $to doprinosi razvoju
personalizirane medicine.

Istorija molekularne dijagnostike obuhvata
razvoj tehnologija i metoda koje se koriste za
analizu genetskog materijala, identifikaciju
genetskih varijacija i dijagnostiku bolesti na
nastavku

molekularnom nivou. U su

prikazani klju¢ni dogadaji kroz istoriju u
razvoju molekularne dijagnostike:

1953. - Otkri¢e strukture DNA: James
Watson i Francis Crick predstavili su model
dvostrukog  heliksa  strukture = DNA,
otvaraju¢i put za razumijevanje genetskog
materijala.
1977. - Sekvenciranje DNA: Frederick
Sanger razvio je metodu sekvenciranja DNA,
Sto je omogucilo odredivanje redosljeda
nukleotida u genetskom materijalu.

1983. - PCR (Polimerazna lancana reakcija):
Kary Mullis razvio je PCR, revolucionarnu
tehniku koja omogucava umnozavanje
specificnih sekvenci DNA. PCR je postao
klju¢na tehnika u molekularnoj dijagnostici.
1985. - DNA fingerprinting: Alec Jeffreys je
prvi put koristio tehniku DNA otiska prsta

(DNA fingerprinting) za forenzicke svrhe,



Sto je znacilo otkri¢e genetskih markera koji
se mogu koristiti za identifikaciju pojedinaca.
1987. - Sekvenciranje ljudskog genoma:
Nacionalni instituti za zdravlje (NIH)
pokre¢cu Human Genome Project (Projekat
ljudskog genoma) s ciljem potpune
sekvencije ljudskog genoma.

1990. - Razvoj PCR bazirane dijagnostike:
PCR postaje sve prisutna tehnika u
laboratorijima za dijagnozu genetskih bolesti,
infekcija i drugih stanja.

1996. - Metoda sekvenciranja sljedece

generacije  (NGS): Razvoj NGS-a
omogucava brze 1 jeftinije sekvenciranje
genoma, Sto dodatno ubrzava istraZivanje
genetskih bolesti.

2001. - Dovrsetak Human Genome Project-a:
Prva potpuna sekvencija ljudskog genoma
objavljena je kao rezultat medunarodnog
Human Genome Project-a.

2005. - Personalizirana  medicina:
Molekularna dijagnostika postaje klju¢na u
personaliziranoj medicini, gdje se terapija
prilagodava  genetskim  karakteristikama
pojedinca.

2010. - CRISPR-Cas9: Razvoj CRISPR-
Cas9 tehnologije omogucava precizno
uredivanje gena, $to ima veliki potencijal u

lijecenju genetskih bolesti.
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2013. - Nove metode sekvenciranja: Razvoj
treCe generacije tehnika sekvenciranja, kao
Sto su PacBio i Oxford Nanopore, omogucuje
¢itanje duzih sekvenci i bolje razumijevanje
strukture genoma.

2020. - dijagnostika u
pandemiji COVID-19: Molekularne metode,

Molekularna

ukljucujuéi PCR, odigrale su klju¢nu ulogu u
dijagnostici 1 pra¢enju COVID-19.

U daljem tekstu moZemo vidjeti opce
prikaze karakteristike i primjene
molekularnih  metoda u laboratorijskoj
dijagnostici danas:

PCR (Polimerazna lanfana reakcija) je
tehnika  molekularne  biologije  koja
omogucava amplifikaciju (umnozavanje)
odredenih dijelova DNA. Za ovu metodu
zasluZan je Kary Mullis 1983. godine, te je
postala klju¢na u mnogim laboratorijskim
disciplinama,

ukljucujuli genetsku

dijagnostiku, molekularnu biologiju,
forenziku 1 istrazivacke znanosti (1).
Osnovni princip rada PCR-a sastoji se od
nekoliko koraka, zapocinje sa :

Denaturacija (94-98°C): Prvi korak u PCR-u
je denaturacija, gdje se uzorak zagrijava na
visoku temperaturu (obicno izmedu 94 i

98°C). Ovaj proces razgraduje dvostuke



lance DNA na pojedinacne niti, otvarajuci ih
za daljnju analizu.

Annenaling (50-65°C): Nakon denaturacije,
temperatura se snizava na temperaturu
annenalinga. Tokom ovog koraka, prajmeri
(kratke niti DNA koje odreduju mjesto
amplifikacije) vezu se uz  svoje
komplementarne sekvence na ciljanoj DNA.
Elongacija (72°C): Temperatura se zatim
podize za elongaciju, tokom koje enzim
poznat kao DNA polimeraza sintetizira novu
niti DNA komplementarnu ciljanoj sekvenci.
Ovaj korak proizvodi dva nova dvostuka
lanca DNA.

Cikliranje: Svi ovi koraci se ponavljaju u
ciklusima kako bi se postigla eksponencijalna
amplifikacija ciljane DNA sekvence. Broj
ciklusa odreduje koli¢inu amplificirane
DNA.

Postoje razlicite vrste PCR-a, a ovdje su
prikazane samo osnovne vrste:

RT-PCR (Reverse
Koristi se za amplifikaciju RNA, a ne DNA.

Transcription PCR):

Prvo se provodi reverzna transkripcija kako
bi se pretvorila RNA u komplementarnu
DNA.

PCR

Real-time (qPCR):

pracenje amplifikacije u stvarnom vremenu.

Omogucava

Reakcija se moZe pratiti kontinuirano tokom
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ciklusa, S§to

pocetne kolicine DNA (Slikal).

omogucava kvantifikaciju

Slika 1. Real-time PCR (gPCR)
(Izvor: https://www.fishersci.ca /shop / products/
quantstudio-5-real-time-pcr-system-96-well-0-
2ml-laptop/a28569)
Nested PCR: Koristi se dvije skupine
prajmera za dodatnu specificnost. Prvi set
prajmera amplificira cijelu regiju, dok drugi
set amplificira manju unutarnju podregiju.
Multiplex PCR: Koristi se za amplifikaciju
viSe ciljanih regija istovremeno, Sto Stedi
vrijeme 1 resurse (2).
PCR je izuzetno vaZan alat u molekularnoj
biologiji 1 dijagnostici. Omogucava brzu,
specificnu 1 selektivhu  amplifikaciju
genetskog materijala, ¢ime olakSava analizu
genetskih  varijacija, dijagnozu bolesti,
identifikaciju mikroorganizama i druge

aplikacije u istrazivackom 1 klinickom

okruZenju.



Kariotipizacija i FISH tehnika cesto se
koriste u kombinaciji kako bi se dobile
sveobuhvatne informacije o genetskim
promjenama. Kariotipizacija pruza pregled
cjelokupnog kariotipa, dok FISH omogucava
detaljnu analizu specificnih sekvenci na
hromosomima. Ove tehnike igraju klju¢nu
ulogu u dijagnostici genetskih poremecaja,
onkologiji i istrazivanju genoma (3).
Kariotipizacija

Kariotipizacija je tehnika koja se koristi za
vizualizaciju i analizu kompletne garniture
hromosoma jednog organizma. Procedura se
sastoji od uzimanje uzorkam najcesce krv,
amnionska tekuc¢ina, koStana srz. Potom
slijedi stimulacija diobe stanica: Stanice se
poticu na diobu kako bi hromosomi bili u fazi
najve¢e  kontrakcije.  Potom  slijedi
zaustavljanje diobe 1 fiksacija stanica: Dioba
se zaustavlja, a stanice se fiksiraju kako bi se
sprijecila daljnja dioba. Bojenje hromosoma
je slijedeci postupak gdje se hromosomi boje
odredenim bojama, cesto koriste¢i tehniku
Giemsa (G-banding), kako bi se omogucila
njihova vizualizacija pod mikroskopom.
Posljednja faza je analiza kariotipa gdje se
hromosomi organiziraju po veli¢ini, obliku 1

centromerima, a rezultat je prikazan u obliku

kariotipskog dijagrama (4).
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Ova tehnika nalazi svoju primjenu u
dijagnostici genetskih poremecaja, pracenje
djelotvornnosti 1 izloZenosti zracenju te
analiza genetskih promjena u onkologiji i

prenatatalnoj dijagnostici (Slika 2).

Slika 2. Kariotipizacija

(Izvor: https:// hr.womanuntamed.com / fetal-

karyotyping/)

FISH je tehnika koja koristi fluorescentno
oznacene sonde kako bi se identificirale 1
DNA na
od

locirale specificne sekvence

hromosomima. Postupak se sastoji
nekoliko koraka, od pripreme uzorka gdje se
stanice fiksiraju na staklenom nosacu. Zatim
slijedi  denaturacija ~ DNA hibridizacija:
fluorescentno ozna¢ena DNA-slicica (sonda)
koja se komplementira sa specificnom DNA
sekvencijom hromosoma dodaje se uzorku i
vezuje se za svoju ciljanu sekvencu. Slijedi
pranje i uklanjanje nepovezane sonde, te

detekcija: Fluorescentni signali se detektiraju



Madacki Todorovi¢ K. ZKMLDFBIH 2023; 2: 38-51

pod fluorescentnim mikroskopom, primjenjuje u molekularnoj biologiji, genetici
omogucuju¢i  vizualizaciju  specifi¢nih 1 biohemiji (Slika 4).

hromosomskih podrucja (5).

FISH tehnika nalazi svoj primjenu u
detekciji 1 lokalizaciji odredenih gena ili

sekvenci na hromosomima (Slika 3).

Slika 3. FISH

(Izvor: https://clgenetics.com / our-services /
fluorescence-in-situ-hybridization/) Slika 4. Gel elektroforeza

(Izvor: https:// www.fishersci.com/ us/ en/
Identifikacija hromosomskih abnormalnosti i browse/90155123/ agarose-gel-electrophoresis-

istrazivanje  hromosomskih  struktura i systems

organizacija.Ove dvije tehnike Cesto se https://www.bio-rad.com/ en-ba /a / edu /dna-

. L . . - -gel-electrophoresi
koriste u kombinaciji kako bi se dobile per-agarose-gel-electrophoresis)

sveobuhvatne informacije o genetskim

. o . Princip Gel Elektroforeze sastoji se od
promjenama. Kariotipizacija pruza pregled

koliko koraka, od pri la, gdj
cjelokupnog kariotipa, dok FISH omoguc¢ava nekoliko koraka, od pripreme gefa, gaje se

. . e . najceS¢e  koristi agaroza (za DNA) ili
detaljnu analizu specifi¢nih sekvenci na

) poliakrilamidni gel (za proteine),pripreme
hromosomima.

uzorka, nalijevanje uzorka u pokretanja
Gel elektroforeza je tehnika koja se koristi ! ! P !

L . sistema elektricne energije. Elektroforeza se
za razdvajanje 1 analizu fragmenata DNA,

1zvodi u prisustvu elektri€énog polja koje vuce
RNA ili proteina na temelju njihove veli¢ine Z2Vodl i prisusivi gpojakoievu

e L. . nabijene molekule prema suprotnom kraju
1/ili naelektrisanja. Ova tehnika se Ccesto ! P P !

gela (6). Elektri¢na struja prolazi kroz gel, a
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molekule se krecu prema suprotnom kraju

gela ovisno o njihovoj velicini  1/ili
naelektrisanju. Manji fragmenti ili manje
naelektrizirani fragmenti putuju brze, dok
naelektrizirani

Nakon

ve¢i fragmenti ili veéi

fragmenti putuju sporije.
elektroforeze, gel se obi¢no boji odredenim
bojama koje omogucéuju vizualizaciju i
dokumentaciju rezultata. Na taj nacin, mogu
se vidjeti 1 analizirati veli¢ine 1 relativne
koli¢ine fragmenata.

Postoje razliciti tipovi gel
elektroforeze:agaroza gel elektroforeza (za
DNA),Poliakrilamidni gel elektroforeza (za
proteine): Ova vrsta gela se Cesto koristi za
razdvajanje proteina, posebno u tehnikama
kao S§to su SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulfate - Polyacrylamide Gel

Electrophoresis). Gel elektroforeza

je
temeljna tehnika u molekularnoj biologiji
koja ~omogucava brzo 1 ucinkovito
razdvajanje 1 analizu genetskog materijala 1
proteina.Gel elektroforeza se koristi za DNA
analiza,RNA analiza, uklju¢uju¢i mRNA u
tehnikama poput Northern blot analize,
proteinska analiza: razdvajanje i analiza
proteina prema njihovoj veli¢ini  1/ili
naelektrisanju (7). Takoder se koristi za
proucavanje Gel

genetskih  varijacija:

Madacki Todorovi¢ K. ZKMLDFBIH 2023; 2: 38-51

44

elektroforeza moze se koristiti za detekciju 1

analizu  genetskih  varijacija, = poput

polimorfizama duljine restrikcijskih

fragmenata  (RFLP) 1  nezaobilaznu

molekularna  dijagnostika, identifikacija

genetskih poremecaja ili bolesti putem
analize DNA fragmenata.

Sekvenciranje DNA (Deoksiribonukleinska
kiselina) je proces odredivanja redoslijeda
nukleotida (A, T, C, G) u molekuli DNA. To

je klju¢na tehnika u molekularnoj biologiji i

genomici  koja  omogucava  detaljno
razumijevanje genomske strukture
organizama, identifikaciju genetskih

varijacija te istrazivanje bioloSkih procesa.
NGS (Next-Generation Sequencing) je skup
tehnologija koje omogucava brZe i masovno
DNA u

sekvenciranje usporedbi s

(8).

sekvenciranje je Sangerovo sekvenciranje:

prethodnim  metodama Klasi¢no

Razvijeno 1977. godine, ova metoda koristi

modificirane nukleotide 1 omogucava

odredivanje nukleotidnog redoslijeda

pomocu elektroforeze.
NGS (Next-Generation Sequencing): NGS
predstavlja skup modernih tehnologija koje
omogucavaju istovremeno sekvenciranje
velikog broja DNA fragmenata. Glavne
NGS-a

karakteristike ukljucuju  visoku



brzinu, visoku paralelizaciju i niZe troSkove u
odnosu na klasi¢ne metode sekvenciranja (9).
Primjene sekvenciranja i NGS-a je Siroka i
obuhvata genomska istrazivanja, Takoder se
mikrobioloSkim

koristi u  onkologiji,

istrazivanjima, identifikaciji ~ patogena,
biotehnologiji u procesu razvoja novih

lijekova (Slika 5).

Slika 5. NGS (Next-Generation Sequencing)
(Izvor: https:// www.chemistryworld.com/ news
/the-future-of-next-generation-dna-sequencing/

4014391 .article)

Sekvenciranje 1 NGS su kljuéni alati u
modernoj biologiji, pruzaju¢i dublje uvide u
genetske informacije 1 omogucavajuci
inovacije u mnogim podru¢jima znanosti i
medicine.

CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats and
CRISPR-associated protein 9) predstavlja
revolucionarnu tehnologiju za precizno

uredivanje gena. Razvijena je iz prirodnog
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obrambenog mehanizma bakterija protiv
napada virusa te je kasnije prilagodena za
sistem

genetsko Ovaj

da

inzenjerstvo.

omogucava istraziva¢ima precizno
mijenjaju, dodaju ili iskljucuju gene u
genomu organizama, ukljucujuéi 1 ljudski
genom (10).

Nekoliko koraka su kljucni:dizajn gRNA:
naucnici

dizajniraju gRNA koji je

komplementaran  specifi¢noj sekvenci
ciljanog gena, dalje imamo vezanje sa Cas9
gdje se gRNA se poveze s Cas9 proteinom,
stvaraju¢i  kompleks koji je sposoban
prepoznati i vezu se za ciljanu sekvencu u
genomu.Na dalje, rezanje DNA: Cas9 djeluje
kao "molekularne makaze" 1 reze DNA na

odredenom mjestu (Slika 6.)

Slika 6. CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats and
CRISPR-associated protein 9)

(Izvor: https://www.thermofisher.com/ ba /
en/home/life-science/ genome-editing/genome-
editing-learning-center/ crispr-cas9-technology-

information.html)
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Ovaj rezultat potice prirodni proces popravka
DNA u stanici. Zadnji korak predstavlja
reparacija DNA: kada DNA bude izrezan,
stanica ima nekoliko opcija za popravak.
Postoje dvije glavne metode: nehomologna
zavrSetna faza (NHEJ) koja moze uzrokovati
slu¢ajna umetanja ili brisanja, i homologna
rekombinacija (HR) koja koristi homolognu
sekvencu za ta¢no popravljanje (11).

Primjena CRISPR-Cas9 tehnike je Siroka, od
genetsko postoji

inzenjerstvo  gdje

moguénost  preciznog uredivanja gena

omogucava razli¢ite primjene, ukljucujuci

ispravak genetskih bolesti 1 stvaranje
genetski modificiranih organizama
(GMO);istrazivanje funkcije gena:

omogucava istrazivacima da ispitaju funkciju
odredenih gena eliminacijom ili izmjenom tih
gena u modelnim organizmima, potom borba
protiv infekcija, te je moguce  koristiti
CRISPR-Cas9 za poticanje ocuvanja 1
odrzivost ugrozenih vrsta. Personalizirana
medicina takoder nalazi primjenu u ovoj
tehnologiji. Medutim, primjena CRISPR-
Cas9 tehnologije donosi sa sobom niz etickih
pitanja koja se odnose na promjene u

genetskom materijalu organizama, posebno u

kontekstu ljudi.
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Etickih pitanja vezanih uz CRISPR-Cas9:

Moguénost  uredivanja  gena  ljudskih
embriona postavlja ozbiljna eticka pitanja,
posebno kada se radi o promjenama koje se
mogu prenijeti nasljedno. Postavlja se pitanje
gdje povuéi granicu izmedu terapeutskih
intervencija (poput ispravljanja genetskih
bolesti) i poboljsanja genetskih osobina (12).
Moguénost preciznog uredivanja gena otvara
vrata moguénosti

stvaranja "dizajnirane

djece" S odredenim genetskim
karakteristikama, Sto izaziva eticka pitanja
vezana uz autonomiju pojedinca i moguénost
stvaranja genetskih elitizama. Genetskog
uredivanja s ciljem poboljSanja odredenih
svojstava (inteligencija, sportske
sposobnosti, itd.) postavlja pitanje etickih
granica 1 potencijalnog stvaranja socijalnih
nejednakosti.

Nezeljeni genetski ucinci 1 nezeljene
promjene u genomu mogu se dogoditi tokom
postupka uredivanja, a njihovo dugoro¢no
ispitivanje 1 predvidanje moZe predstavljati
eticki izazov. Sigurnost 1 pouzdanost
postupaka CRISPR-Cas9 uredivanja gena su
kljuéne eticke brige (13). Kako ¢e tehnologija
biti dostupna i ko ¢e imati pristup njoj?
Pitanja pravednosti 1 jednake distribucije

dobrobiti od genetskog uredivanja postaju



vazna u kontekstu globalne zdravstvene

jednakosti.
Postavlja se pitanje kako sprijeciti
zloupotrebu ~ CRISPR-Cas9  tehnologije,

ukljucujuéi neeticke primjene, teroristicke
prijetnje, ili potencijalnu upotrebu u vojne
svrhe.

Zbog brzog razvoja tehnologije, vazno je
osigurati  u€inkovitu suradnju izmedu
naucnika, eticara, zakonodavaca i javnosti
kako bi se postigla odgovorna primjena
CRISPR-Cas9 tehnologije.
Takoder se neophodno postaviti jasna i
stroga pravila, regulacije i eticke standarde
kako bi se osigurala odgovorna upotreba
CRISPR-Cas9 tehnologije 1 kako bi se
izbjegle neeticke ili rizi€ne primjene (14).
Eticka pitanja vezana uz CRISPR-Cas9
tehnologiju aktivno se raspravljaju i prate na
razini, rad

globalnoj ukljuCujuci 1

medunarodnih organizacija, kao $§to su

UNESCO 1 WHO, kako bi se postavili
smjernice za sigurnu, odgovornu i eticku

primjenu ove moc¢ne tehnologije.
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ZAKLJUCAK

Personalizirana medicina kombinira

informacije o genetskim, molekularnim i
drugim bioloskim faktorima pacijenta kako
bi se prilagodila dijagnoza, lijeCenje 1
prevencija bolesti. Kada se personalizirana
medicina  integrira

Sa savremenom

molekularnom dijagnostikom, otvara se

moguénost  preciznije dijagnoze 1

prilagodenijeg tretmana svakom pacijentu
(15).

Na temelju molekularnih analiza, ljekari
mogu odabrati ciljanu terapiju koja je
usmjerena na specificne  molekularne
promjene povezane s boleS¢u pacijenta. Ovo
moze poboljSati ucinkovitost terapije 1

smanjiti nuspojave. Molekularna

dijagnostika omogucava pracenje promjena u
genetskom 1 molekularnom profilu tokom
vremena, §to moze biti od posebne vaznosti u
praenju  hroni¢nih  bolesti ili  raka.
Razumijevanje genetskih predispozicija ili
faktora molekularne

rizi¢nih pomocu

dijagnostike =~ omogucava  usmjeravanje

preventivnih mjera i rano otkrivanje bolesti
(16). Personalizirana medicina uz koriStenje
savremenih molekularnih  dijagnostickih
alata  donosi

revoluciju u  pristupu



zdravstvenoj .zaétiti, pruzajuc¢i prilagodene
terapije temeljene na jedinstvenim bioloskim
karakteristikama svakog pacijenta.

S novim dostignu¢ima dolaze i izazovi,
ukljucuju¢i  eticka pitanja  privatnosti
podataka, dostupnost tehnologije, nuznost
educiranja  zdravstvenih  stru¢njaka i
pacijenata. Ipak, u konacnici na prvo mjesto
treba biti humani pristup prema svakom
pacijentu i covjeku, te ljudska empatija,
profesionalni pristup i razumijevanje svakog

ljudskog bica.
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MOLECULAR METHODS IN LABORATORY DIAGNOSTICS
Madacki Todorovi¢ K.
ABSTRACT

Modern molecular methods have revolutionized laboratory diagnostics in recent decades, providing
incredible insights into the genetic and molecular basis of disease. This paper provides an overview of key
molecular techniques used in laboratory diagnostics and their impact on clinical practice. The paper
includes an overview of nucleic acid amplification techniques such as polymerase chain reaction (PCR),
real-time PCR, highlighting their applications in the detection and quantification of genetic material.
Additionally, the role of next-generation sequencing (NGS) in uncovering genomic information, enabling
comprehensive analysis of genetic variation associated with various diseases. The use of molecular
diagnostics is essential in the accurate and timely detection of diseases in infectious diseases, oncology and
genetic disorders.

As molecular methods continue to develop, their application opens up possibilities for increasing the
precision, speed and scope of laboratory diagnostics, which ultimately contributes to the effective treatment
of patients and personalized patient treatment approaches.

Advances in molecular methods have revolutionized laboratory diagnostics, offering unparalleled precision
and efficiency in disease detection and characterization. The emphasis is on the application of molecular
techniques in the modern diagnostic approach, their role in identifying genetic markers, infectious agents
and various processes at the cellular level.

Molecular techniques have transformed genetic analysis, enabling the identification of mutations, genomic
variations, and microbial genomes with high precision.

Nucleic acid hybridization techniques such as fluorescence in situ hybridization (FISH) and microarray are
methods that facilitate the visualization and identification of specific DNA or RNA sequences, offering
valuable insights into chromosomal abnormalities and gene expression patterns.

Modern application of molecular diagnostics and methods are important in the process of making clinical
decisions, therapeutic strategies and approaches to personalized medicine. Molecular methods are playing
an increasingly prominent role in laboratory diagnostics, providing clinicians with invaluable insights into
accurate diagnosis and personalized patient care. In addition to infectious diseases and genetics, the
application of molecular diagnostics also plays a role in pharmacogenomics, personalized medicine and
monitoring of oncology patients.

Keywords: molecular methods, laboratory diagnostics, personalized medicine
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Uputstvo za autore

Strukturu rada ¢ini:

1. naslovna strana,

2. sazetak

3. glavni dio (razrada teme),
4. zakljucak,

5. spisak literature i

6. prilozi (po potrebi).

Naslovna strana je prva strana rada.

Ona treba da pruzi osnovne informacije

o autoru i radu, hronoloSkim redom

(koristiti Times New Roman, font 12):

e Naziv/naslov rada

e Autor/i (ime i prezime)

e naziv Institucije/a,

e naziv Odjeljenja ili Sluzbe (ukoliko
je osoba zaposlena),

e podatke o osobi za korespodenciju
(ime 1 prezime, institucija, adresa,
broj telefona, E-mail).

SaZetak na originalan nacin prezentira
suStinu problema koji se razmatra u
radu, ukazuje na njegov znacaj, razloge
(motive) za njegovu obradu 1 daje
kratak pregled sadrzaja rada. Obim
sazetka je poZeljno da bude u 300 rijeci.
Sazetak pisati na jezicima naroda BiH,
te na engleskom jeziku.

Glavni dio (razrada teme) je osmisljen,
temeljan 1  argumentovan  prikaz
teorijske utemeljenosti teme (analiza
literature 1 prethodnih  srodnih
istrazivanja) 1 prakticnih (ilustrativni
primjeri, po pravilu originalni) rezultata
koji se odnose na zadatu temu,

metodoloskog pristupa istrazivanju i
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rezultata  istrazivanja 1 njihove
interpretacije. On je najvazniji i svakako
najobimniji dio rada (obi¢no Cini
70-80% rada). Njime treba obuhvatiti
sve ono S§to je u sazetku napisano.
Ukoliko je autor koristio prakti¢ni dio i
posjeduje rezultate, onda na pocetku
glavnog dijela navodi sekciju ,,Materijal
1 metode®, te na kraju glavnog dijela

sekciju ,,Rezultati®.

Zakljucak je finalni dio rada. U njemu
se na sistematican i koncizan nacin
saopStavaju najvaznija saznanja do
kojih se doslo. On proizilazi iz Citavog
sadrzaja rada, pa se preporucuje autoru
da podrobno procita sve ono Sto je
prethodno napisao. U zakljucku treba da
se ocijeni, po mogucnosti kriticki, tema
koja je bila predmet razrade, procjene
stanja ili situacije, potvrde ili odbace
postavljene hipoteze, iskazu poruke 1
doprinos rada, kao i da se ukaze na
probleme 1 pitanja koja bi trebalo dalje
obraditi i prouciti.

Spisak literature je sistematski pregled
svih izvora koji direktno ili indirektno
tretiraju sadrzaj teme rada i1 koji su
koriSteni tokom izrade. Postoje razliciti
sistemi navodenja referenci u literaturi.

Molimo pisati radove po vankuverskom
sistemu. Vankuverski sistem navodenja
izvora poznat je 1 kao numericki sistem,
jer se oslanja na upotrebu brojki pri
navodenju referenci u spisku literature 1
to npr (1) ili ako imate slijed vise
referenci (1-5). Navedene brojke koriste

se 1 za objaSnjavanje autorstva u



otvorenom tekstu. Ovaj sistem je dobio
ime prema Medunarodnom udruzenju
medicinskih casopisa
(International Committee of Medical
Journal Editors — ICMIJE) koje je
ustanovilo obrazac za naucne radove
koji  se  podnose  medicinskim
casopisima. Udruzenje je poznato i kao
Vankuverska grupa koja je prvi
sastanak odrzala u Vankuveru 1978.

urednika

godine. Popis referenci (izvora) u spisku
literature reda se redosljedom kojim se
pojavljuju u tekstu.

Primjeri
Knjiga jednog autora: 1. Uzunovié-
Kamberovié¢ S. Medicinska

mikrobiologija, Zenica: Fojnica, 2009.

Knjiga dva autora: 2. DurmiSevi¢ S,
Ibrahimagi¢ A. Higijena 1 zdravstvena
ekologija — praktikum dopunjeno
izdanje. Univerzitet u Zenici, 2018.
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Lactamase Activity in Branhamella
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Amoxicilin and Clavulanic Acid. J
Chemother 1994; 6(6):383-7.

3. Clanak preuzet sa internet sajta:
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Catarrhalis

autora 1 naslov te
[Internet].Dostupno na:
http://ppf.unsa.ba/Dokumenti/uputstv
o_za izradu ms rada.pdf

[pristupljeno 30. 03. 2016].
Prilozi

Slike, tabele, grafikoni i sl. mogu se
dati u sklopu teksta, a ako su obimniji
na posebnoj stranici u prilogu. U
podnozju slike pise se redni broj slike i
njen naziv. Ako je slika preuzeta od
drugog autora, onda se ispod naziva
slike navodi izvor iz koga je slika
preuzeta.

Tabele sadrze neophodne
prikazane na pregledan nacin. Iznad
tabele se stavlja redni broj tabele 1 naziv
u Sto kracem obliku, a ako je tabela
preuzeta iz nekog izvora onda se u
podnoZju tabele navode bibliografski
podaci tog izvora i stranica sa koje je
tabela preuzeta.
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