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1. UVOD
1.1. SrediSnj1 Ziv€ani sustav

Sredidnji zivéani sustav (SZS) svojom je gradom i funkcijom najsloZeniji organ
ljudskog tijela. Sastoji se od preko stotinu milijardi ziv¢anih stanica, tj. neurona i svake minute
prima milijune pojedinacnih informacija, obraduje ih i odreduje na koji ¢e nacin tijelo na njih
odgovoriti (Guyton i Hall, 2017). Zbog svoje jedinstvenosti i kompleksnosti izuzetno je
podlozan razli¢itim vanjskim i unutarnjim poremeéajima (Serti¢ i sur., 2008). Cine ga mozak i
kraljezni¢na mozdina koji su zasti¢eni lubanjom 1 kraljeznicom koje ¢ine tvrdi kostani oklop,
trima vezivnim ovojnicama (pia mater, arachnoidea mater, dura mater), a uronjeni su u
cerebrospinalnu tekuéinu ili likvor, koji ispunjava njihove unutarnje Supljine i obavija njihovu

vanjsku povrsinu (Cvoris¢ec i Cepelak, ured., 2009).

1.2. Krvno-mozdana i krvno-likvorska barijera

SZS zasti¢en je nizom anatomskih i funkcionalnih barijera, a pojam barijera obuhvaéa
specifi¢nu dvosmjernu izmjenu na dodirnim plohama krvi i likvora, odnosno krvi i samog
ziv¢anog tkiva. Sustav krvno-mozdane i krvno-likvorske barijere ¢ine specijalizirane stanice
koje odvajaju SZS od periferije, $tite ga od djelovanja $tetnih mehanickih, kemijskih i
infektivnih ¢imbenika te sluze za o€uvanje njegove osjetljive homeostaze. Krvno-mozdanu
barijeru ¢ine endotelne stanice dubokih mozdanih kapilara, a njihovi su rubovi spojeni ¢vrstom
elektrostatiCkom vezom (engl. tight junction) kojom je ogranic¢en ulazak nepotrebnih tvari kroz
mozdane kapilare. Vec¢ina povrSine moZzdanih kapilara obavijena je stanicama glatkih miSica
te zavrSnim nozicama astrocita, za koje se smatra da su zasluzni za stvaranje ¢vrstog spoja u
SZS-u (Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009). Endotel mozdanih kapilara zasluzan je za izrazito
nizak intracelularni prolazak vodotopljivih tvari 1 makromolekula, Sto se o€ituje 1 u niskoj
koncentraciji proteina i ostalih molekula u likvoru. Tome doprinose i mali broj pinocitnih
vakuola, pove¢ana koli¢ina mitohondrija i specifi¢nih enzimskih sustava, koji omogucuju
razgradnju tvari koje kroz njih prolaze (Serti¢ i sur., 2015). S druge strane, krvno-likvorska
barijera smjestena je u podrucju koroidnih spletova mozdanih komora. U kapilarama koroidnog
spleta endotelne su stanice povezane slabim vezama i1 sadrZze brojne pinocitne vakuole, ali
povrSinu mozdanih komora oblaZe jednoslojni kubic¢ni epitel, gdje stanice ponovno povezuju
Cvrste elektrostatske veze, koje ¢ine osnovu krvno-likvorske barijere reguliraju¢i propusnost

tvari (Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009).



Za oluvanje homeostaze SZS-a izuzetno je vazan konstantan sastav likvora, kojeg
nadziru procesi izmjene tvari izmedu mozga, krvi i likvora, a u tome najvazniju ulogu imaju
krvno-mozdana i krvno-likvorska barijera. U SZS ulaze samo prijeko potrebne tvari, putem
olaksane difuzije, aktivnim transportom i sekrecijom. Nacin prolaska odredene molekule ovisi
o njezinim karakteristikama poput polarnosti, veli¢ine i strukture. OlakSana difuzija se odvija
pomocu proteina-nosaca niz koncentracijski gradijent i za nju nije potreban utrosak energije.
Na taj nacin se odvija ulazak glukoze, aminokiselina, malih peptida i sl. Selektivni, o energiji
ovisan transport uz koncentracijski gradijent olaksava visoka gusto¢a mitohondrija cerebralnog
endotela, a moze biti posredovan prijenosnicima, primjerice za askorbinsku kiselinu, ili
receptorom posredovana endocitoza, npr. za inzulin. U nekim sluc¢ajevima dolazi 1 do nastanka
slozenih kanala u ¢ijem stvaranju sudjeluje stani¢na membrana koja omogucuje transendotelni
prelazak makromolekula, stanica i zaraznih klica. Nadalje, prolazak tvari i stani¢nih elemenata
moze se odvijati i paracelularno, pri ¢emu dolazi do razdvajanja transmembranskih proteina
koji sudjeluju u stvaranju ¢vrstih elektrostatickih veza medu endotelnim stanicama. Na ovaj
nacin se odvija brzi ulazak neutrofila u likvor u ranoj fazi bakterijskih meningitisa te nagli
porast koncentracije ukupnih proteina u likvoru. S druge strane, razvoj upale i povecanje
propusnosti krvno-mozdane i krvno-likvorske barijere imaju i zastitni karakter, jer omogucuju
ulazak komponenata imunosnog sustava u SZS i tako doprinose ograni¢avanju i suzbijanju
zaraze (Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009).

Budu¢i da krvno-likvorska barijera odjeljuje likvor od krvoZzilnog sustava, likvor je dio
S7ZS-a (Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009). No, kako izmedu likvora i izvanstaniéne tekuéine
ziv€anog tkiva ne postoji prava barijera te tvari slobodno difundiraju izmedu tih dvaju

odjeljaka, tako likvor moZe sluziti kao svojevrsno ogledalo SZS-a (Barac i sur., 1992).

1.3. Cerebrospinalna tekuc¢ina ili likvor

Cerebrospinalna tekucina ili likvor je bistra, bezbojna teku¢ina koja ispunjava mozdane
komore, srediSnji kanal kraljeZzni€éne mozdine i prostor izmedu mozdanih ovojnica pije i
arahnoideje odnosno subarahnoidni prostor. Mozdane komore su sustav od Cetiri unutarnje
Supljine u mozgu povezane uskim kanalima. Unutar svake mozdane komore nalazi se koroidni
splet koji svojim slobodnim krajem izlazi u komoru te na svojoj povrsini ima brojne resice koje
izmedu ostalog pomaZzu gibanju likvora. PovrS$inski dio krvnih Zila koroidnog spleta prekriven
je jednoslojnim, kubi¢nim epitelom podrijetlom iz ependimskih stanica koje oblazu povrSinu

mozdanih komora 1 taj je povrSinski sloj izrazito sekrecijski aktivan u stvaranju likvora.



Opceprihvacena je hipoteza da 70% volumena likvora nastaje sekrecijom iz koroidnog spleta
(Cvoriscec i Cepelak, ured., 2009). Ostatak likvora nastaje difuzijom ekstracelularne tekuéine
mozga u likvorske prostore (Serti¢ i sur., 2015). Likvor iz mozdanih komora prelazi u veliku
cisternu (cisterna magna), giba se duz subarahnoidnog prostora oko kraljezni¢ne mozdine i
mozdanih polutki te apsorpcijom preko arahnoidnih resica dolazi do venskih sinusa tvrde
mozdane ovojnice, dure mater. Dio mozdane izvanstani¢ne tekucine ukljucujuéi i likvor otjece
i u limfni sustav, pretezito glave i vrata, Sto ima velik znacaj za razumijevanje imunologije
mozga (Cvorisc¢ec i Cepelak, ured., 2009).

Likvor je teku¢ina koja se neprekidno stvara i resorbira pa se njegov cjelokupni
volumen tijekom 24 sata izmijeni 3-4 puta (Cvoridéec i Cepelak, ured., 2009). Kod djece do tri
godine Zivota koli¢ina likvora varira od 60 do 100 mL, dok kod odraslog ¢ovjeka volumen
likvora iznosi 100-160 mL (Serti¢ i sur., 2015).

Mozak i kraljezni¢na mozdina uronjeni su u likvor, stoga je osnovna uloga likvora
pruzanje mehanicke zastite mekim strukturama mozga i kraljezni¢ne mozdine 1 osiguravanje
stabilnog kemijskog okolida unutar SZS-a, odrzavanje homeostaze. Osim toga, likvor ima i
vaznu ulogu u njegovom funkcioniranju. Unutar SZS-a ne postoji razvijen limfni sustav, stoga
je likvor taj koji omogucuje uklanjanje razlicitih metaboli¢kih produkata mozga i kraljezni¢ne
mozdine. Takoder, sudjeluje u regulaciji cerebralne cirkulacije i intrakranijalnog tlaka. Likvor
ima 1 nutritivhu ulogu za avaskularna podru¢ja mozga te sluZi kao intracerebralni transportni
medij za razli¢ite neurohormone i1 neuropeptide koji imaju ulogu kemijskih glasnika (Topi¢ 1

sur., 2018; Serti¢ 1 sur., 2015).

1.3.1. Punkcija likvora

Prostor izmedu mozdanih ovojnica arahnoideje i pije, tj. subarahnoidni prostor ispunjen
je likvorom. Najvece proSirenje tog prostora na bazi mozga je cisterna magna. Kaudalni kraj
subarahnoidnog prostora kraljeZznicne mozdine proSiren je u lumbalnu cisternu koja je
ispunjena lumbalnim likvorom, a klini¢ki je znacajan jer se iz njega postupkom lumbalne
punkcije, uvodenjem igle naj¢eSce izmedu slabinskih kraljezaka L4 i1 LS, dobiva likvor za
laboratorijske i klinicke pretrage (Slika 1). U tom prostoru nema tkiva kraljezni¢ne mozdine

stoga nema opasnosti od njenog oSte¢ivanja prilikom punkcije (Serti¢ i sur., 2015).



Slika 1. Shematski prikaz lumbalne punkcije likvora (Cvoris¢ec i Cepelak, ured.,2009)

Likvor se uzima lumbalnom punkcijom pomocu sterilne kanile. Sastav likvora se
mijenja s visinom likvorskog kanala pa se pri punkciji treba uzeti uvijek otprilike isti volumen,
oko 15 do 20 mL. Prvih nekoliko kapi se odbaci, a zatim se likvor skuplja u Cistu, sterilnu
epruvetu, odnosno frakcionirano u viSe epruveta ako se traze razlicite vrste pretraga. Najprije
se uzima uzorak za mikrobioloSke pretrage, zatim za citoloSke te posljednje za biokemijske i
seroloske pretrage. Prilikom punkcije moguce je primijetiti krvarenje. U tom slucaju likvor
treba obavezno skupljati frakcionirano dok se ne razbistri i ne obezboji, a prva frakcija ne smije
prelaziti 5 mL. Za neke analize uz uzorak likvora potrebno je dostaviti i krv radi odredivanja
koncentracijskih kvocijenata, primjerice za odredivanje glukoze, albumina i imunoglobulina.
Uz svaki materijal koji se Salje u laboratorij treba slati 1 jasno ispunjenu uputnicu koja sadrzava
op¢e podatke o bolesniku, volumen uzetog likvora, primjedbu ako je opazeno krvarenje pri
punkciji, podatke o terapiji 1 sve drugo Sto moZe biti vazno za interpretaciju nalaza. Obicno je
na raspolaganju ogranicena koli¢ina materijala pa pretrage likvora treba obavljati vrlo paZljivo
1 misliti na to da se ne moze provesti ponovna punkcija da bi se dobio uzorak za ponavljanje
analiza. Takoder potrebno je pazljivo rukovanje uzorkom jer je likvor Cesto vrlo zarazan
(Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009).

Za primjenu postupka lumbalne punkcije moraju postojati ¢vrste klinicke indikacije te
je ona zlatni standard u dijagnostici akutnih neuroloSkih poremecaja, posebice u mladoj
zivotnoj dobi. U nekim stanjima pregled likvora kljucan je u postavljanju dijagnoze i ne mogu
ga zamijeniti slikovne tehnike poput kompjutorizirane tomografije (CT-a). Najcesce indikacije

za lumbalnu punkciju 1 analizu likvora su klinicka sumnja na meningitis, konvulzije s



temperaturom, klinicka sumnja na subarahnoidalno krvarenje uz normalan nalaz CT-a, klini¢ka
sumnja na povecani intrakranijalni tlak, dijagnoza i diferencijalna dijagnoza ostalih akutnih,
subakutnih i kroni¢nih bolesti SZS-a koje su povezane sa zlo¢udnom infiltracijom u SZS,

intratekalnom sintezom antitijela i sli¢no (Cvoris¢ec i Cepelak, ured., 2009).

1.3.2. 1zgled i boja likvora

Pretrage likvora zapoc¢inju makroskopskim pregledom kako bi se utvrdili njegov izgled
1 boja. Normalni je likvor bistar 1 bezbojan, osim likvora novorodencadi koji moZze biti blago
ksantokroman. Svaka druga promjena boje ili zamucenje likvora znak su patoloskog procesa
unutar SZS-a. Ponekad pri traumatskoj punkciji u likvor moze dospjeti nesto krvi, $to se naziva
artificijelno krvarenje i opaza kao crvenkasto obojenje likvora, a pri centrifugiranju takvog
uzorka supernatant najéesce ostaje bezbojan i bistar (Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009).

Pri krvarenjima u SZS-u poput subarahnoidalnog krvarenja pojavljuje se eritrokromni
tj. ruzicasto ili crveno obojeni likvor koji se centrifugiranjem ne razbistri niti obezboji. U nekim
slucajevima u likvoru je mogucée dokazati tek hemoglobin i njegove razgradne produkte i takav
je uzorak obi¢no ksantokroman tj. Zuto obojen, bez prisutnosti eritrocita (Slika 2). No,
ksantokromija moze biti i posljedica izrazite hiperbilirubinemije u krvi, $to je Cest slucaj kod
novoroden¢adi, jer slobodni bilirubin mnogo lak$e difundira kroz sustav barijera u SZS, ili
moze biti posljedica ulaska velike koli¢ine plazmatskih proteina u likvorski prostor u stanjima
poput tumora SZS-a koji ometaju normalno gibanje i resorpciju likvora. Kod melanosarkoma

SZS-a zbog prisutnosti melanina moze se naci i smede obojeni likvor (Cvoriséec i1 Cepelak,

ured., 2009).

Slika 2. Ksantokromija cerebrospinalne teku¢ine nakon centrifugiranja (desno) u usporedbi s
vodom (lijevo) (van Gijn i sur., 2007)



U slucaju prisutnosti krvi u likvoru, u dijagnostici intrakranijskih krvarenja problem
moze nastati zbog kontaminacije likvora perifernom krvlju tijekom punkcije. Ponekad je ve¢
tijekom punkcije moguce razluciti potjeCe li krv od artificijelnog (tj. traumatskog) ili
patoloskog krvarenja. Kada se likvor skuplja u vise epruveta, ako je rijec o artificijelnom
krvarenju moze se primijetiti da je sadrzaj krvi u prvoj epruveti najveci i da se primjesa krvi u
svakoj novoj frakciji likvora smanjuje, a pregledaju li se eritrociti, morfoloski su jednaki kao
u perifernoj krvi (Serti¢ i sur., 2008). Ako krv potjece od krvarenja u SZS-u, zamuéenost i boja
likvora jednaki su u svim epruvetama pri frakcioniranom prikupljanju, a eritrociti ¢esto gube
svoj bikonkavni oblik te su slabije obojeni jer je hemoglobin djelomi¢no difundirao iz eritrocita
(Cvoriscec i Cepelak, ured., 2009).

Zamucenje likvora makroskopski se opaza ako je u likvoru prisutno mnogo leukocita
ili bakterija. Bijelo zamuceni likvor Cest je nalaz kod meningokoknog meningitisa, a Zuto
zamuceni kod teSkih infekcija mozdanih ovojnica. Ukoliko je u likvoru visoka koncentracija
ukupnih proteina, ukljuéujuci i fibrinogen, opaza se ksantokromija te se naj¢esée pojavljuje
kod tumora kraljezni¢éne mozdine koji ometaju normalnu izmjenu likvora (Serti¢ i sur., 2015;

Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009).

1.3.3. Sastav likvora

Kemijski sastav likvora uglavnom je sli¢an sastavu krvne plazme, jer likvor nastaje
prolaskom vode i niskomolekularnih spojeva kroz sustav barijera. Temeljna razlika je u
koncentraciji proteina i lipida koji su u likvoru sadrZzani u mnogo manjim koncentracijama, te
u malom broju stani¢nih elemenata u odnosu na krv. Takoder, likvor sadrzava manje glukoze,
kalija 1 kalcija te viSe klorida nego serum. Ipak, osmotski tlak 1 tocka lediSta seruma 1 likvora
su jednaki budu¢i da viSa koncentracija klorida u likvoru nadomje$ta manju koncentraciju
aniona proteina (Cvorid¢ec i Cepelak, ured., 2009). Oko 80% proteina u likvor dolazi
ultrafiltracijom krvne plazme kroz kapilarne stijenke u koroidnim spletovima, dok ostalih 20%
nastaje sintezom unutar SZS-a tj. intratekalno, od ega je vecina srodna onima u krvi, a manje
od 5% proteina u likvoru su tzv. nervno specifi¢ni proteini. Ulazak plazmatskih proteina u
likvor kroz sustav barijera ovisi o veli¢ini proteina, odnosno o hidrodinamskom radijusu, tj.
volumenu molekule, gdje u vecini slucajeva hidrodinamski radijus korelira s molekulskom
masom proteina (Serti¢ 1 sur., 2015). Likvor sadrZi 1 aminokiseline koje sluZe kao supstrati za
sintezu proteina u SZS-u, a opéenito ih je manje u likvoru nego u serumu. Njihovo odredivanje

od velikog je znacaja u dijagnostici metabolic¢kih bolesti. Likvor sadrzi i mnoge enzime, ¢ija je



aktivnost u likvoru niza nego u serumu, zatim neurotransmitore te njihove metabolite,
neurohormone, neuropeptide i dr. Lipidne spojeve normalni likvor sadrzava tek u tragovima,
manje od 20 mg/L ukupnih lipida. Vec¢ina neutralnih lipida i fosfolipida je krvnog podrijetla i
pretezno su vezani za plazmatske proteine, za razliku od gangliozida koji su u likvoru pretezito
mozdanog podrijetla i od velike su vaznosti u razvoju, izgradnji i funkcioniranju ziv¢anog
sustava (Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009). Broj stani¢nih elemenata u normalnom likvoru
znatno je manji u odnosu na krv, u jednom mikrolitru nalazi se do pet stanica, od ¢ega su 70-
100% limfociti, a 0-30% monociti. Granulocita i eritrocita u normalnom likvoru nema, kao ni
hematogenih pigmenata. Glukoza u likvoru potjede iz krvi i u SZS ulazi procesom olak$ane
difuzije, a njena koncentracija u likvoru u odraslih normalno iznosi oko 60% serumske
vrijednosti. Ona ovisi 0 koncentraciji glukoze u serumu, stoga je njena promjena pokazatelj
metabolic¢kih promjena i imunoloske aktivnosti (Topi¢ i sur., 2018). Laktat u likvoru pokazatel;
je anaerobne glikolize u mozgu te njegova koncentracija u likvoru ne ovisi o koncentraciji u
krvi. Osjetljiv je pokazatelj bakterijske infekcije u SZS-u pa je odredivanje njegove
koncentracije korisno u dijagnostici i diferencijalnoj dijagnostici razli¢itih bolesti SZS-a (Serti¢
i sur., 2015; Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009).

Promjene koje se dogadaju u krvnoj plazmi odrazavaju se i na sastav likvora budu¢i da
su krvna tekué¢ina i likvor odijeljeni polupropusnom membranom. Stoga se u stanju
hiperglikemije koncentracija glukoze povecava i u likvoru, iako sporije i manje nego u krvi. U
uremiji raste koncentracije ureje u likvoru, u hiperbilirubinemiji odnosno ketonemiji raste
koncentracija bilirubina odnosno ketonskih spojeva u likvoru. Porast propusnosti barijera i
smanjenje brzine izmjene likvora uzrokuju povecanje koncentracije tvari krvnog podrijetla u
likvoru, npr. albumina, antitijela, komponenti komplementa, nekih lipidnih spojeva i dr. Zato
se u likvorskoj dijagnostici za procjenu tih spojeva najéesce koriste kvocijenti koncentracija
(Cvoriscec i Cepelak, ured., 2009).

Sastav likvora takoder ovisi 1 0 mjestu uzorkovanja likvora (mozdane komore, cisterna
magna, lumbalna vreca) te se mijenja ovisno o koli¢ini uzetog likvora. Primjerice, u lumbalnom
likvoru koncentracija ukupnih proteina se smanjuje s povecanjem volumena uzetog likvora iz
lumbalne vre¢e, dok se s druge strane koncentracija metabolita dopamina i1 serotonina
povecava. Sastav likvora znatno ovisi 1 o zivotnoj dobi, stoga je vazno dobivene rezultate

usporedivati s odgovaraju¢im referentnim intervalom (Cvoridéec i Cepelak, ured., 2009).



1.3.4. Analiza likvora

Razvoj likvorske dijagnostike zapoceo je nakon uvodenja lumbalne punkcije 1891.
godine te je najprije bila ogranicena samo na morfoloSke pretrage i ispitivanje proteina.
Brojanje stanica u Fuchs-Rosenthalovoj komori ili reakcija na globuline po Pandyju neke su
prosirena je i paleta analita koji se mogu odrediti u likvoru Sto likvorsku dijagnostiku ¢ini
neizostavnoj u dijagnostici i praéenju bolesti SZS-a. Ipak, prilikom interpretacije nalaza vazno
je u obzir uzeti da se sadrzaj likvora mijenja iz sata u sat, od jedne do druge punkcije te je
ovisan i 0 volumenu i mjestu uzimanja. Danas likvorska dijagnostika obuhvaca citoloske,
biokemijske i mikrobioloske pretrage te pretrage molekularne dijagnostike i proteomike, a
razvrstane su u nekoliko programa: hitni program koji obuhvaca hitne analize za probiranje
manifestacija bolesti ili za iskljuCenje dijagnoze, zatim osnovni program pretraga koje
smanjuju dijagnosti¢ku nesigurnost i omogucuju diferencijalnu dijagnozu, te prosireni program
koji sadrzi specijalne pretrage koje se u praksi primjenjuju rjede, ali ciljano i podupiru kona¢nu

dijagnozu i/ili daju prognosticku informaciju (Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009).

1.4. Subarahnoidalno krvarenje (SAH)

Vezivne ovojnice ovijaju, §tite i pregraduju tkivo SZS-a. Prostor izmedu mekih
ovojnica mozga i ledne mozdine, pije 1 arahnoideje, ispunjen je likvorom 1 naziva se
subarahnoidni prostor. Kroz njega prolaze velike krvne Zile mozga, stoga se krvarenje iz tih
zila naziva subarahnoidalno krvarenje (engl. subarachnoid haemorrhage, SAH) (Cvoriséec i
Cepelak, ured., 2009). Subarahnoidalno krvarenje moze se podijeliti na traumatsko i
netraumatsko ili spontano. Traumatski SAH nastaje vanjskom traumom glave uslijed koje
dolazi do pucanja krvnih Zzila smjestenih u subarahnoidnom prostoru, a pritom razlikujemo
arterijski i venski traumatski SAH (Striki¢, 2017). Uzrok spontanog SAH-a najc¢esce je ruptura
cerebrovaskularne aneurizme, a u znatno manjem broju slucajeva radi se o
perimezencefalickom krvarenju, venskom krvarenju s blazim klinickim tijekom i boljim
ishodom (Serti¢ i sur., 2015). Ostali i rjedi uzroci SAH-a mogu biti razni vaskulitisi i
vaskulopatije, tumori mozga, disekcija karotidne ili vertebralne arterije, ruptura malih
kortikalnih arterija, tromboza venskih sinusa, spinalne AV malformacije, koagulacijski
poremecaji ili predoziranje opijatima, a ponekad uzrok ostaje nepoznat pa govorimo o
idiopatskom spontanom SAH-u. Incidencija SAH-a u Europi je od 10 do 15 slu¢ajeva na 100

000 stanovnika i zahvaca populaciju svake zivotne dobi (Gavranic¢ i sur., 2011). Iako pojavnost
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raste sa sve starijom zivotnom dobi, polovica pacijenata mlada je od 55 godina (van Gijn i sur.,
2007). SAH je bolest izrazito visokog mortaliteta i morbiditeta, smrtnost iznosi do 40% unutar
prvih 30 dana, a tek tre¢ina bolesnika nakon preboljelog SAH-a moze nastaviti sa Zivotnim

aktivnostima jednako kao i prije bolesti (Serti¢ i sur., 2015).

1.4.1. Patofiziologija i klinicka slika subarahnoidalnog krvarenja

Nakon rupture aneurizme i krvarenja u subarahnoidni prostor, dolazi do naglog
povisSenja intrakranijalnog tlaka, snizenja mozdanog protoka krvi i krvne opskrbe mozdanog
tkiva te promjena u metabolizmu mozga, ishemije i hipoksije. Kompenzacijskim mehanizmima
poput povecanog odvodenja likvora, mozak moze regulirati 1 normalizirati intrakranijalni tlak
i mozdani protok krvi. No, ako se to ne dogodi, dolazi do razvoja trajnih ishemijskih i
hipoksi¢nih promjena koje se ocituju neuroloskim ispadima i razli¢itim stupnjevima
poremecaja svijesti te letalnim ishodom (Gavrani¢ i sur., 2011). Klinicka slika SAH-a
karakterizirana je iznenadnom i naglom glavoboljom koja se ¢esto opisuje kao najintenzivnija
glavobolja u zivotu, zatim kratkotrajnim poremecajem svijesti, mu¢ninom i povra¢anjem te
zariSnim neuroloskim ispadima. Moguca je pojava krvarenja na ocnoj pozadini, koje je
uzrokovano naglim povecanjem tlaka i pritiskom na vene oka (van Gijn i sur., 2007). Ovisno
o opsegu 1 tezini SAH-a, posljedicno moze do¢i i do niza sistemskih poremecaja:
kardiovaskularnih, respiratornih, hematoloskih, gastrointestinalnih. Tezina klinicke slike

odreduje tijek 1 ishod bolesti (Gavranic i sur., 2011).

1.4.2. Dijagnostika subarahnoidalnog krvarenja

Uz uzimanje detaljne anamneze i Klinicki pregled, za postavljanje dijagnoze
subarahnoidalnog krvarenja potrebne su i slikovne dijagnosticke pretrage, gdje je metoda
izbora za rano otkrivanje SAH-a kompjutorizirana tomografija (CT) mozga. Uspjesnost
detekcije subarahnoidalnog krvarenja CT-om ponajviSe ovisi o opsegu samog krvarenja te
vremenskom odmaku od pojave simptoma (van Gijn i sur., 2007). Krvarenje se CT-om moze
dokazati u 98% slucajeva unutar prvih 12 sati, odnosno u 95% slucajeva unutar prva dva dana
od pocetka krvarenja. S vremenom se smanjuje osjetljivost metode pa se tako nakon sedam
dana od pocetka krvarenja CT-om ono moze vidjeti kod samo 50% pacijenata. U slu¢ajevima
s negativnim CT nalazom gdje na temelju klinicke slike 1 dalje postoji sumnja na SAH,
potrebno je napraviti lumbalnu punkciju i odredivanje hematogenih pigmenata u likvoru,

buduci da u 2-3% takvih slucajeva krvarenje bude naknadno dokazano. Spektrofotometrijskom
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analizom likvora moguce je detektirati prisutnost bilirubina u uzorku 12 sati do 2 tjedna od
pojave krvarenja. Nakon pozitivnog nalaza dobivenog CT-om ili lumbalnom punkcijom,
pacijent se upucuje na digitalnu subtrakcijsku angiografiju (DSA) ili CT angiografiju (CTA)
kako bi se postavila kona¢na dijagnoza te istodobno utvrdilo ishodiSte krvarenja I proveo
odgovarajuci terapijski postupak (Cruickshank i sur., 2008). DSA je referentna metoda za
postavljanje dijagnoze SAH-a koja omogucuje prikaz promjena krvnih zila s velikom to¢noscu.
Izvodi se uz lokalnu anesteziju, primjenom kontrastnog sredstva u femoralnu arteriju kroz
kateter. To je invazivna radioloska metoda stoga postoji rizik od mogucih komplikacija.
Prilikom uvodenja zice vodilje i katetera moze do¢i do rascijepa stijenke ili puknuca krvne Zile,
stvaranja ugruska i krvarenja (Fleury i sur., 2021). Zbog primjene lokalnog anestetika i jodnog
kontrastnog sredstva, moguce su alergijske reakcije koje ukljucuju crvenilo koze, osip, svrbez,
mucninu, povracanje ili otezano disanje, a iako rijetko, moguce su po Zzivot opasne
anafilakticke reakcije. Kod pacijenata s postoje¢om bubreznom insuficijencijom i dijabetesom
primjena vece koli¢ine kontrastnog sredstva moze dodatno oStetiti bubreznu funkciju
(Andreucci i sur., 2014). Takoder, zbog izlaganja Stetnom ioniziraju¢em zracenju, povecava se
rizik od kasnijeg nastanka zlo¢udnih tumora, a u ve¢im dozama moze uzrokovati ostecenje

tkiva u obliku crvenila koze, otpadanja kose ili katarakte (www.who.int).

1.4.1. Odredivanje hematogenih pigmenata u likvoru

Odredivanje hematogenih pigmenata u likvoru indicirano je pri sumnji na SAH kada je
nalaz CT-a negativan ili nedovoljno informativan (Tumani i sur., 2020). lzvodi se
spektrofotometrijskom analizom, snimanjem apsorpcijskog spektra likvora u podrucju valnih
duljina 350-600 nm, unutar kojeg derivati hema apsorbiraju svjetlost razli¢itih valnih duljina
Sto rezultira karakteristiénim spektrima (Topi€ 1 sur., 2018). Zbog visoke osjetljivosti metode,
dokazivanje je moguce i1 u uzorcima likvora koji se makroskopski ¢ine bezbojnima (Serti¢ i
sur., 2015).

Krvarenjem eritrociti dospijevaju u likvor, gdje podlijezu lizi i fagocitozi. Njihovim
raspadom oslobodeni oksihemoglobin pretvara se u bilirubin te vrlo rijetko u methemoglobin.
Pri tumacenju rezultata vazno je poznavati dinamiku pojave pigmenata u likvoru nakon
krvarenja. Pozitivan nalaz bilirubina u likvoru pokazatelj je intrakranijskog krvarenja buduci
da bilirubin moze nastati isklju¢ivo in vivo, formira se unutar 9-15 sati od krvarenja, a perzistira
1 do 2 tjedna (Cruickshank i sur., 2008). No, bilirubin ¢e u likvoru biti poviSen i u slucajevima

povisene koncentracije ukupnih proteina u likvoru te bilirubina u serumu, jer bilirubin iz
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sistemske cirkulacije u likvor prelazi vezan za albumin. Stoga je uz snimanje apsorpcijskog
spektra potrebno paralelno odrediti koncentraciju proteina u likvoru te serumske koncentracije
proteina 1 bilirubina (Topi¢ 1 sur., 2018). S druge strane, pozitivan nalaz oksihemoglobina
otezava zakljucivanje, jer moze upucivati na svjeze krvarenje ili biti posljedica lize eritrocita
in vitro nakon traumatske lumbalne punkcije. Oksihemoglobin u uzorku moze interferirati s
detekcijom bilirubina stoga se preporuca prilikom lumbalne punkcije likvor prikupljati
frakcionirano, idealno u Cetiri konsekutivna uzorka, te provesti spektrofotometrijsku analizu
najmanje krvave, obi¢no posljednje frakcije (Cruickshank i sur., 2008). Takoder, lumbalnu
punkciju treba napraviti minimalno 12 sati od pojave simptoma kako bi proslo dovoljno

vremena za razgradnju hemoglobina (Petzold i sur., 2006).

Spektrofotometrijskom analizom dobiva se apsorpcijski spektar kojeg je potrebno
interpretirati i utvrditi prisutnost ili odsutnost hematogenih pigmenata. Za interpretaciju je
vazno poznavati karakteristiéne apsorpcijske spektre oksihemoglobina koji ima apsorpcijski
vrsak na 415 nm i jo§ dva mala apsorpcijska vrska izmedu 525 1 600 nm, zatim bilirubina koji
ima apsorpcijski vrsak izmedu 430 i 470 nm, te methemoglobina s apsorpcijskim vr§kom

izmedu 403 i 410 nm (Slika 3) (Cruickshank i sur., 2008).
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Slika 3. Apsorpcijski maksimumi hematogenih pigmenata u vidljivom dijelu spektra (400-700
nm): oksihemoglobina na 415 nm i izmedu 525 i 600 nm, methemoglobina izmedu 403 i 410
nm i bilirubina izmedu 430 i 470 nm (Topi¢ i sur., 2018)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Subarahnoidalno krvarenje je spontano arterijsko krvarenje u subarahnoidni prostor,
obi¢no uzrokovano rupturom cerebralne aneurizme. Tezina kliniCke slike odreduje tijek i1 ishod
bolesti te ovisi 0 opsegu krvarenja, stoga je vazno pravovremeno postaviti ispravnu dijagnozu.
Metoda izbora je kompjutorizirana tomografija (CT) kojom se krvarenje moze dokazati u 98%
sluc¢ajeva unutar prvih 12 sati od pocetka krvarenja, no nakon tjedan dana osjetljivost metode
smanjuje se na 50%. Potvrdna metoda je digitalna subtrakcijska angiografija koja ima svoje
rizike, stoga je kod pacijenata s opravdanom klinickom sumnjom na SAH, a s negativnim
nalazima dobivenim slikovnim tehnikama, indicirana lumbalna punkcija i odredivanje
hematogenih pigmenata u cerebrospinalnoj tekucini, kako bi se potvrdila ili iskljucila sumnja
na SAH. Prodorom krvi u likvor te raspadom eritrocita oslobada se oksihemoglobin koji se
metabolizira u bilirubin. Prisutnost ovih pigmenata u uzorku likvora moguce je dokazati
spektrofotometrijski, a dobiveni apsorpcijski spektar vazno je to¢no interpretirati, za §to su
dostupne razli¢ite metode. Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati dijagnosti¢ku tocnost UK-
NEQAS metode i ra¢unskih formula za odredivanje hematogenih pigmenata u likvoru pri
sumnji na SAH 1 usporediti ih s vizualnom metodom oc¢itavanja hematogenih pigmenata iz

spektra.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorci i populacija

U prospektivnoj studiji su analizirani konsekutivni uzorci likvora zaprimljenih u sklopu
rutinske laboratorijske obrade u razdoblju od sije¢nja 2021. do ozujka 2022. g. Ispitivani uzorci
likvora dobiveni su lumbalnom punkcijom kod pacijenata sa sumnjom na subarahnoidalno
krvarenje. Svi uzorci uzorkovani su u KBC Zagreb i obradeni u Klinickom zavodu za
laboratorijsku dijagnostiku. Uzorci su centrifugirani 10 minuta pri 3500 okretaja/min koristec¢i
Centrifuge MPV-223¢ (MPW MED.INSTRUMENTS, Varsava, Poljska), te je iz supernatanta
napravljena spektrofotometrijska analiza hematogenih pigmenata. Svi su uzorci obradeni
anonimizirano, a retrospektivno su iz BioNET laboratorijskoga informacijskog sustava (LIS)
(In2, Zagreb, Hrvatska) uzimani podaci o dobi, spolu i dijagnozi te koncentracija ukupnih
proteina u likvoru i plazmi te ukupnog bilirubina u plazmi za pacijente s pozitivnim nalazom

bilirubina u likvoru.

3.2. Metode
3.2.1. Odredivanje hematogenih pigmenata u likvoru

Hematogeni pigmenti u likvoru odreduju se spektrofotometrijski na Lambda 20
UV/VIS spektrofotometru (Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts, SAD) s programskim
paketom za snimanje i pohranjivanje spektara. Spektrofotometrija je metoda koja se temelji na
apsorpciji svjetlosti koja prolazi kroz tekuci uzorak u kojem se nalazi analit od interesa. Zasniva
na sposobnosti tvari u uzorku da apsorbira svjetlost odredene valne duljine i mjerenju koli¢ine
svjetlosti koju taj uzorak apsorbira. UV/VIS spektrofotometar je uredaj za analizu spektra
elektromagnetskog zracenja, a sastoji se od izvora zracenja, selektora valnih duljina (filter,
monokromator), nosaca uzorka (kvarcna kiveta duljine 1 cm), detektora zracenja 1 sustava za

obradu i prikaz podataka.

Za interpretaciju dobivenih apsorpcijskih spektara koriStene su tri metode. Vizualnom
metodom ocitavani su bilirubin i oksihemoglobin iz spektra tako da se pozitivan nalaz
bilirubina oznac¢ava u slucaju prisutnosti apsorpcijskog vrska u podruc¢ju valnih duljina izmedu
430 1 470 nm pod uvjetom da je maksimalna apsorbancija ve¢a od 0,02, a pozitivan nalaz
oksihemoglobina u slu¢aju prisutnosti apsorpcijskog vrska u podrucju valnih duljina izmedu
410 i 418 nm. U suprotnome rezultat bilirubina, odnosno oksihemoglobina u likvoru je

negativan. Druga metoda, prema UK-NEQAS smjernicama, omogucava izratun ukupne
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apsorbancije bilirubina (engl. net bilirubin absorbance, NBA) i ukupne apsorbancije
oksihemoglobina (engl. net oxyhaemoglobin absorbance, NOA). Povlaci se linija koja tvori
tangentu na krivulju spektra u to¢kama minimuma u podruc¢jima valnih duljina izmedu 350 i
400 nm te 430 i 530 nm. Tangenta predstavlja baznu liniju, stoga se NBA dobije mjerenjem
razlike apsorbancije od linije do vrha krivulje spektra na valnoj duljini od 476 nm, a NOA
izratunom razlike apsorbancije od linije do vrska krivulje u podrucju valnih duljina 410-418

nm (Slika 4). Grani¢na vrijednost za NBA iznosi NBA > 0,007, a za NOA > 0,1.
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Slika 4. Apsorpcijski spektar supernatanta centrifugiranog likvora s oznacenom ukupnom
apsorbancijom oksihemoglobina (NOA) i bilirubina (NBA) iznad tangente

Treca metoda je korekcijska metoda u slucaju pozitivnog NBA prema UK-NEQAS-u
(korigirani NBA). Omogucuje korekciju za koncentracije ukupnih proteina u likvoru i serumu

te koncentraciju bilirubina u serumu, a racuna se prema formuli:

)
)

koncentracija ukupnih proteina u likvoru (

£log

PA =

umol
X koncentracija bilirubina u serumu ( ) x 0,042

koncentracija ukupnih proteina u serumu (

log

korigirani NBA = izmjereni NBA — PA

gdje PA oznacava predvidenu apsorbanciju likvora. Rezultati se tumace kao pozitivan ili
negativan jednako kao u prethodno opisanoj metodi (korigirani NBA > 0.007) (Cruickshank i
sur., 2008).
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3.2.2. Odredivanje proteina u likvoru

Mjerna metoda za odredivanje koncentracije ukupnih proteina u likvoru je
turbidimetrija i izvodi se na automatskom analizatoru Alinity ¢ (Abbott Laboratories, Chicago,
Illinois, SAD). Temelji se na primjeni benzetonijevog klorida kao tvari za denaturaciju proteina
prisutnih u uzorku likvora. Denaturacijom proteina nastaje suspenzija i zamucenje u otopini.
Prolaskom svjetlosti kroz otopinu dolazi do njenog rasprsenja i smanjena njezinog intenziteta.
Turbidimetrijom se mjeri koli¢ina apsorbirane svjetlosti pri 404 nm koja je izravno
proporcionalna koncentraciji proteina. Analizator automatski izraCunava koncentraciju
ukupnih proteina u uzorku pomocu kalibracijske krivulje koja je uspostavljena na temelju
standarda poznate koncentracije ukupnih proteina.

Za odredivanje koncentracije ukupnih proteina u likvoru koristi se Alinity Urine/CSF

Protein Reagent Kit 07P59 koji sadrzi:

e R1 - aktivne komponente: karbonatni pufer (100 mmol/L), natrijev klorid (140
mmol/L); konzervans: natrijev azid (0,05%)

e R2 - benzetonijev klorid (20 g/L)

3.2.3. Odredivanje ukupnih proteina u plazmi

Koncentracija ukupnih proteina u plazmi odreduje se fotometrijom s biuret reagensom
na automatskom analizatoru Alinity ¢ (Abbott Laboratories, Chicago, Illinois, SAD). Metoda
je zasnovana na €injenici da polipeptidi koji sadrze najmanje dvije polipeptidne veze reagiraju
s biuret reagensom. Ioni bakra sadrzani u reagensu u alkalnoj sredini koordinatnim vezama
tvore kompleks s duSikovim atomima u proteinima, pritom ne ¢ineci razliku izmedu dusika u
albuminima ili globulinima. Intenzitet obojenja koje nastaje prilikom reakcije mjeri se
fotometrijski 1 proporcionalan je koncentraciji proteina. Analizator automatski izracunava
koncentraciju ukupnih proteina u uzorku pomocu kalibracijske krivulje koja je uspostavljena
na temelju standarda poznate koncentracije ukupnih proteina.

Za odredivanje koncentracije ukupnih proteina u plazmi koristi se Alinity ¢ Total

Protein2 Reagent Kit 04T81 koji sadrzi:

e RI1 —aktivna komponenta: bakrov (Il) sulfat pentahidrat (6,600 g/L).
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3.2.4. Odredivanje bilirubina u plazmi

Mjerna metoda za odredivanje koncentracije ukupnog bilirubina u plazmi je fotometrija
s diazonijevom soli i izvodi se na automatskom analizatoru Alinity ¢ (Abbott Laboratories,
Chicago, Illinois, SAD). Temelji se na reakciji bilirubina koji se u prisutnosti surfaktanta veze
s diazo-reagensom, pri ¢emu nastaje obojeni spoj azobilirubin. Diazo-reakcija ubrzava se
dodatkom surfaktanta koji povecava topljivost. Uslijed nastanka azobilirubina dolazi do
porasta apsorbancije pri 548 nm koji je izravno proporcionalan koncentraciji ukupnog
bilirubina u uzorku i mjeri se fotometrijski. Analizator automatski izracunava koncentraciju
ukupnog bilirubina u uzorku pomocu kalibracijske krivulje koja je uspostavljena na temelju

standarda poznate koncentracije ukupnog bilirubina.

Za odredivanje koncentracije ukupnog bilirubina u plazmi koristi se Alinity ¢ Total

Bilirubin Reagent Kit 04V51 koji sadrzi:

e R1 - aktivne komponente: surfaktanti (4,53%), HCI (9,33 g/L)
e R2 - aktivne komponente: (0,81 g/L), HCI (5,563 g/L), natrijev nitrit (0,345
g/L), surfaktant (1,96%).

3.2.5. Digitalna subtrakcijska angiografija

U slucaju pozitivnog nalaza dobivenog CT-om ili lumbalnom punkcijom, pacijent se
upucuje na digitalnu subtrakcijsku angiografiju (DSA), referentnu metodu za dijagnozu SAH-
a, kojom se s velikom tocnoS¢u prikazuju promjene krvnih Zila. Ta radioloSka metoda je zlatni
standard u slikovnoj dijagnostici intrakranijalnih aneurizmi, a koriStenjem tehnike
trodimenzionalne rotacije mogu se prepoznati i najmanje aneurizme. Postupak DSA je slozen
i izvodi se uz lokalnu anesteziju. U femoralnu arteriju ulazi se iglom, a kroz iglu zicom
vodiljom, preko koje se u zilu uvodi Kateter, te se uklanja zica. Kroz postavljeni kateter pusta
se kontrastno sredstvo koje je vidljivo rendgenskim zrakama. Angiografijom se snimaju krvne
zile, a slika se obraduje subtrakcijom tako da se snimka prije kontrasta ,,oduzima* od kontrastne
snimke, tj. ,briSu” se ostale strukture koje prekrivaju krvne zile ispunjene kontrastom, a
vidljive ostaju samo krvozilne strukture SZS-a. Izvor krvarenja ¢e se vidjeti kao rasipanje

kontrastnog sredstva izvan krvozilnog sustava (Jeans, 1990).
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3.3. Statisti¢ke metode

Podaci su prikazani i statisticki obradeni koriste¢i racunalni program Microsoft®
Excel® za Microsoft 365 MSO (Microsoft, USA) i statisticki program MedCalc® Statistical
Software version 20.110 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org;
2022). Dijagnosticke karakteristike testa ispitane su racunajuci specifi¢nost, osjetljivost,
negativnu (NPV) i pozitivnu (PPV) prediktivnu vrijednost, a za testiranje statisticke znacajnosti
razlike osjetljivosti i specifi¢nosti izmedu metoda koriSten je McNemarov test. Kriterij za
statistiCku znacajnost je P < 0,05. Rezultati su kategorizirani kao pozitivan/negativan, a
podudarnost metoda ispitana je Cohenovim kappa koeficijentom (k). Vrijednosti kappa
koeficijenta su u rasponu od -1 do 1, gdje veca vrijednost kappa koeficijenta pokazuje bolje
slaganje izmedu dvije skupine kvalitativnih podataka, a vrijednost k = 1 oznacava savrSeno
slaganje rezultata kada obje metode daju isti rezultat. U Tablici 1 prikazana je interpretacija
vrijednosti kappa koeficijenta (McHugh, 2012). Pomoc¢u istih programa konstruirane su i

tablice i grafovi za prikaz rezultata.

Tablica 1. Interpretacija vrijednosti kappa koeficijenta (preuzeto i prilagodeno prema McHugh,
2012)

Vrgggggisjteﬁlspa Stupanj podudaranja Postot;a:(Z Slct)gtl;damlh
0-0,20 Nema podudaranja 0-4%
0,21 -0,39 Minimalno 4-15%
0,40 - 0,59 Slabo 15-35%
0,60 -0,79 Umjereno 35-63%
0,80-0,90 Snazno 64 -81 %
> 0,90 Izvrsno 82 -100 %
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4. REZULTATI

U istrazivanju je ukljuceno 37 pacijenata odrasle dobi, 23 Zene i 14 muskaraca (Slika

5). Dob ispitanika bila je u rasponu od 21 do 94 godine, s medijanom od 64 godine.

Raspodjela ispitanika prema spolu

m Muskarci = Zene

Slika 5. Raspodjela ispitanika prema spolu

Od ukupno 37 pacijenata, 3 su imala dijagnozu subarahnoidalnog krvarenja koja je
potvrdena digitalnom subtrakcijskom angiografijom. Svim trima metodama im je detektiran
bilirubin u likvoru. Vizualnom metodom bilirubin je detektiran kod jo$ 6 pacijenata, UK-
NEQAS metodom izratuna NBA kod 7, a metodom s korekcijom NBA kod 4 pacijenta bez
SAH-a. Nije bilo lazno negativnih rezultata (Tablica 2).

Tablica 2. Rezultati detekcije bilirubina vizualnom metodom, izraGunom NBA i s korekcijom
NBA za dijagnozu SAH-a

Bilirubin Vizaa NBA Rorgan
Stvarno pozitivan 3 3 3
LaZno negativan 0 0 0
Lazno pozitivan 6 7 4
Stvarno negativan 28 27 30

18



Oksihemoglobin je detektiran vizualnom metodom i UK-NEQAS metodom izrauna
NOA kod 2 pacijenta sa SAH-om. Vizualnom metodom detektiran je kod 7, a metodom
izrac¢una NOA kod 4 pacijenta bez SAH-a.

IzraCunate su dijagnosticke karakteristike metoda detekcije bilirubina: osjetljivost,
specifi¢nost, pozitivna (PPV) i negativna (NPV) prediktivna vrijednost, za dijagnozu SAH-a,
te su prikazane u Tablici 3. McNemarovim testom utvrdeno je da postoji statisticki znacajna
razlika izmedu specifi¢nosti vizualne metode dokazivanja bilirubina i UK-NEQAS metode
(P<0,001) te vizualne metode i UK-NEQAS metode s korekcijom NBA (P<0,001).

Tablica 3. Dijagnosti¢ke karakteristike metoda detekcije bilirubina za dijagnozu SAH-a

Vizualna metoda NBA Korigirani NBA
Osjetljivost 100,00 % 100,00 % 100,00 %
95% ClI 29,24 — 100,00 % 22,24 — 100,00 % 29,24 — 100,00 %
Specifi¢nost 82,35 % 79,41 % 88,24 %
95% ClI 65,47 — 93,24 % 62,10 — 91,30 % 72,55 -96,70 %
PPV 33,33 % 30,00 % 42,86 %
95% ClI 19,48 — 50,82 % 18,13 - 45,34 % 23,00 — 65,31 %
NPV 100,00 % 100,00 % 100,00 %
95% ClI / / /

Cl, interval pouzdanosti (engl. confidence interval); PPV, pozitivna prediktivna vrijednost;

NPV, negativna prediktivna vrijednost

Rezultati podudarnosti vizualne metode detekcije bilirubina i UK-NEQAS metode
izrauna NBA te metode s korekcijom NBA prikazani su u Tablicama 4 i 5. Slaganje rezultata
dobivenih vizualnom i metodom izra¢una NBA je 36/37 (97,3%), §to odgovara vrlo visokom
slaganju rezultata. Slaganje rezultata dobivenih vizualnom metodom i korekcijom NBA
takoder je vrlo visoko i iznosi 35/37 (94,6%). Kappa (k) koeficijent za UK-NEQAS metodu
izracuna NBA iznosi 0,93, odnosno 0,84 za metodu s korigiranim NBA, $to upucuje na izvrsno,

odnosno snazno podudaranje rezultata.
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Tablica 4. Podudarnost dokazivanja bilirubina vizualnom i UK-NEQAS metodom izra¢una
NBA

NBA
Negativan Pozitivan
bilirubin bilirubin Ukupno
Negativan 27 1 28 (75,7%)
. bilirubin
Vizualna metoda Pozitivan
0,
bilirubin 0 9 9(24,3%)
Ukupno 27 (73,0%) | 10 (27,0%) 37
Kappa koeficijent (95% CI) 0,93 (0,79-1,00)

Cl, interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

Tablica 5. Podudarnost dokazivanja bilirubina vizualnom i metodom s korigiranim NBA

Korigirani NBA
Negativan Pozitivan
bilirubin bilirubin Ukupno
Negativan 28 0 28 (75,7%)
. bilirubin
Vizualna metoda Pozitivan
0
bilirubin 2 / 9(24,3%)
Ukupno 30 (81,1%) 18 (18,9%) 37
Kappa koeficijent (95% CI) 0,84 (0,63-1,00)

Cl, interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

Izraunate su dijagnosticke karakteristike metoda detekcije oksihemoglobina:
osjetljivost, specificnost, pozitivna (PPV) i negativna (NPV) prediktivna vrijednost, za
dijagnozu SAH-a, te su prikazane u Tablici 6. McNemarovim testom utvrdeno je da nema
statisticki znacajne razlike izmedu specificnosti vizualne metode detekcije oksihemoglobina i

UK-NEQAS metode izratuna NOA (P=0,25).
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Tablica 6. Dijagnosticke karakteristike metoda detekcije oksihemoglobina za dijagnozu SAH-

a
Vizualna metoda NOA
Osjetljivost 66,67 % 66,67 %
95% ClI 9,43 -99,16 % 9,43 -99,16 %
Specificnost 79,41 % 88,24 %
95% ClI 62,10 — 91,30 % 72,55 -96,70 %
PPV 22,22 % 33,33 %
95% ClI 9,20 — 44,64 % 12,87 — 62,87 %
NPV 96,43 % 96,77 %
95% ClI 84,38 — 99,27 % 85,77 - 96,34 %

Cl, interval pouzdanosti (engl. confidence interval); PPV, pozitivna prediktivna vrijednost;

NPV, negativna prediktivna vrijednost

Rezultati podudarnosti vizualne metode detekcije oksihemoglobina i UK-NEQAS

metode izratuna NOA prikazani su u Tablici 7. Slaganje rezultata dobivenih vizualnom i UK-

NEQAS rac¢unskom metodom vrlo je visoko i iznosi 34/37 (91,9%). Kappa (k) koeficijent za

racunsku metodu iznosi 0,75 $to upucuje na umjereno podudaranje rezultata.

Tablica 7. Podudarnost dokazivanja oksihemoglobina vizualnom i UK-NEQAS metodom

izratuna NOA
NOA
Negativan Pozitivan UKUDNO
oksihemoglobin | oksihemoglobin P
Negativan 0
. oksihemoglobin 28 0 28 (75,7%)
Vizualna metoda Pozitivan
0,
oksihemoglobin 3 6 9 (24,3%)
Ukupno 31 (83,8%) 6 (16,2%) 37
Kappa koeficijent (95% ClI) 0,75 (0,49-1,00)

Cl, interval pouzdanosti (engl. confidence interval)
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5. RASPRAVA

Iznenadna i jaka glavobolja Cest je razlog dolaska pacijenata u odjele hitne medicine, a
zbog svoje nespecificnosti stvara izazov u postavljanju ispravne dijagnoze, budu¢i da njen
uzrok moze biti Citav niz razliCitih stanja. Iako je u vecini slucajeva rije¢ o primarnim
glavoboljama, najces¢e migrenama, neophodno je na temelju klinicke slike i detaljnog
fizikalnog pregleda iskljuciti potencijalno zivotno ugrozavajuéa stanja (Doretti i sur., 2019).
Pritom je vazno razmotriti moguénost subarahnoidalnog krvarenja, koje moze zahtijevati hitnu
neurokirurSku intervenciju, a propustena ili prekasno postavljena dijagnoza moze imati teSke
posljedice. Pri postavljanju dijagnoze subarahnoidalnog krvarenja, spektrofotometrijsko
dokazivanje hematogenih pigmenata u likvoru nuzan je korak kod pacijenata s negativnim
nalazima dobivenim slikovnim tehnikama, a kod kojih i dalje postoji klinicka sumnja na SAH.
Vise studija je pokazalo vaznost lumbalne punkcije u tim slucajevima i njen doprinos ukupnom
broju dijagnosticiranih pacijenata sa SAH-om (Martin i sur., 2015; O'Neill i sur., 2005).
Referentna metoda za potvrdu bolesti, digitalna subtrakcijska angiografija, jako je invazivna,
no nuzno potrebna nakon pozitivnog nalaza CT-a ili lumbalne punkcije. Kako nijedan pacijent
ne bi bio propusten, a s druge strane kako bi bilo §to manje lazno pozitivnih rezultata kako se
pacijenti ne bi nepotrebno podvrgnuli invazivnoj pretrazi, cilj je koristiti $to to¢niju metodu
odredivanja hematogenih pigmenata u likvoru, stoga sSmo u ovom istrazivanju ispitali
dijagnosticku tocnost UK-NEQAS smjernica i ratunskih formula za odredivanje hematogenih
pigmenata u likvoru pri sumnji na SAH 1 usporedili ih s vizualnom metodom ocitavanja

hematogenih pigmenata iz spektra.

Ovim radom je pokazana visoka osjetljivost svih triju metoda za detekciju bilirubina,
dok je specificnost metoda za SAH manja, u rasponu 79-88%, Sto je ocekivan rezultat buduci
da je bilirubin u likvoru prisutan i u drugim stanjima gdje je doslo do krvarenja, primjerice kod
prethodnih traumatskih punkcija ili postoperativno. Ispitali smo i dijagnosticke karakteristike
metoda detekcije oksihemoglobina, koje su pokazale niZu osjetljivost i specificnost za SAH.
Prisutnost oksihemoglobina u likvoru opcenito oteZzava zaklju€ivanje i nije specifi¢an nalaz
kod SAH-a. Ono moze biti posljedica traumatske punkcije ili upuéivati da se radi o svjeZzem
krvarenju 1 znaciti da je uzorak likvora uzet prerano, manje od 12 sati nakon pojave simptoma.
Prema smjernicama Cruickshank i sur. (2008) prisutnost oksihemoglobina bez bilirubina
izvjeStava se kao nedovoljan dokaz u prilog SAH-a, ali u slu¢aju NOA > 0,1 zbog moguce
interferencije u detekciji bilirubina, SAH se ne moze iskljuciti. U svom radu Rodriguez (2020)
predlaze metodu izratuna NBA koja bi smanjila interferenciju oksihemoglobina s UK-NEQAS
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metodom detekcije bilirubina, tako da se NBA korigira za iznos apsorbancije vrSaka

oksihemoglobina pri 540 ili 577 nm.

Metoda detekcije hematogenih pigmenata prema UK-NEQAS smjernicama s
korekcijom NBA pokazala je statisti¢ki znacajno vecu specifi¢nost za dijagnozu SAH-a u
odnosu na vizualnu metodu, bez gubitka osjetljivosti, §to rezultira manjim brojem lazno
pozitivnih rezultata, a time doprinosi i smanjenju nepotrebnog izvodenja DSA i izlaganja
pacijenata rizicima te metode, dok visoka osjetljivost testa omogucava da se nijedan pacijent
ne propusti. Uloga klini¢ara je da temeljem ostale obrade, dostupnih informacija i klinicke
slike, utvrdi postoji li sumnja na subarahnoidalno krvarenje. Clarin i sur. (2022) proveli su
sli¢no istrazivanje u kojemu su usporedili UK-NEQAS metodu s Egalis metodom, prema kojoj
bilirubin detektira mjerenjem apsorbancije likvora na 415 nm, te ukoliko premasuje 0,025
snima se cijeli apsorpcijski spektar od 350 do 600 nm i vizualno interpretira s obzirom na
prisutnost vrSaka na 415 1 455 nm koji odgovaraju oksihemoglobinu i bilirubinu. Takoder su
pokazali jednaku osjetljivost metoda i statisticki znacajno vecu specificnost UK-NEQAS

metode 1 manji broj lazno pozitivnih nalaza.

Podudarnost UK-NEQAS metode izracuna NBA i NOA te metode s korekcijom NBA
sa vizualnom metodom ocitavanja bilirubina i hemoglobina iz apsorpcijskog spektra ispitana
je statistickom obradom prikupljenih podataka usporedbe koriste¢i Cohenov kappa test te je
interpretirana vrijednost kappa koeficijenta. Pokazano je izvrsno podudaranje rezultata UK-
NEQAS metode izracuna NBA s rutinski koriStenom vizualnom metodom te snazno
podudaranje rezultata metode s korigiranim NBA s vizualnom metodom, dok je podudaranje
rezultata umjereno izmedu vizualne i ratunske metode detekcije oksihemoglobina.

UK-NEQAS smjernice nalazu izracun NBA 1 NOA, uz korekciju NBA u slu¢ajevima
pozitivnog NBA. U ovom istrazivanju usporedili smo 1 samo racunsku metodu prema UK-
NEQAS-u bez koristenja NBA korekcije, jer u klini¢koj praksi ponekad nisu dostupni podaci
o serumskim koncentracijama ukupnih proteina i bilirubina koji su potrebni za korekciju. Tom
metodom dobivena su tri lazno pozitivna rezultata detekcije bilirubina viSe nego s korekcijom
NBA. U ta tri slucaja poviSeni bilirubin u likvoru koji je detektiran u apsorpcijskom spektru
posljedica je povisene koncentracije ukupnih proteina u likvoru i/ili bilirubina u serumu, stoga
je potrebno kad god je mogucée odrediti koncentraciju proteina u likvoru i serumske
koncentracije proteina i bilirubina, i time u obzir uzeti mogucnost hiperbilirubinemije i/ili
oStecenja i povecanja propusnosti krvno-mozdane barijere. U svojoj studiji, Falconer i sur.

(2015) promatrali su specifi¢nost spektrofotometrijske detekcije bilirubina u likvoru za
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dijagnozu SAH-a i kako na nju moze utjecati poviSena koncentracija ukupnih proteina u
likvoru. Utvrdili su vecu specifi¢nost metode u slu¢ajevima koncentracije ukupnih proteina <1
g/L 1 manji broj lazno pozitivnih rezultata te pad specifi¢nosti s porastom koncentracije

proteina.

U jos cCetiri slucaja dobiveni su lazno pozitivni rezultati detekcije bilirubina. U slucaju
jednog pacijenta bez SAH-a svim trima metodama detekcije bilirubina dobiven lazno pozitivan
rezultat i detektiran je oksihemoglobin vizualno i rac¢unski. Pacijent je prethodno tri puta
punktiran te je prethodna punkcija bila traumatska, $to je uzrok prisutnosti oksihemoglobina u
likvoru te lazno pozitivnih rezultata. Kod drugog pacijenta s lazno pozitivnim rezultatom
bilirubina, takoder dobivenim svim trima metodama, takav rezultat posljedica je cerebralnog
infarkta zbog tromboze cerebralnih arterija. Dva laZzno pozitivna rezultata detekcije bilirubina
dobivena su u uzorcima pacijenata koji su prethodno operirani, §to je uzrokovalo prisutnost
hematogenih pigmenata. U oba sluéaja pozitivan rezultat bilirubina dobiven je svim trima
metodama detekcije. Ova metoda nije prikladna u slucaju sumnje na SAH kod prethodno
operiranih pacijenata. McCarron i sur. (2015) u svojem su radu pregledavajuc¢i podatke
pacijenata kojima je spektrofotometrijskom analizom dokazana poviSena koncentracija
bilirubina u likvoru istrazili ostale uzroke takvog nalaza izuzev SAH-a. Utvrdili su kako lazno
pozitivni rezultati mogu biti posljedica bakterijskog i virusnog meningitisa, encefalitisa,
hepaticke encefalopatije i bilirubinemije, prethodnih i traumatskih punkcija i sli¢no.

Usporedbom rezultata dobivenih ovim istrazivanjem vidljivo je kako su oni
komplementarni rezultatima drugih sli¢nih istrazivanja (Wulff i sur., 2020; Carpenter i sur.,
2016, Alons i sur., 2013).

Ogranicenje ove studije je veli¢ina uzorka na kojemu je provedeno ispitivanje te mali
broj pacijenata sa SAH-om, zbog niske prevalencije SAH-a u populaciji i malog broja zahtjeva
za ovom pretragom. Dijagnoza SAH-a se u vecini slucajeva postavi ve¢ na temelju nalaza
slikovnih tehnika. Pacijenti u kratkom vremenu od pojave simptoma zatraze medicinsku pomo¢
i tada krvarenje bude vidljivo CT-om, stoga nema indikacije za lumbalnu punkciju. U studiji
provedenoj u Birminghamu na znatno ve¢em broju ispitanika s klinickom sumnjom na SAH i
negativnim nalazom CT-a, takoder je konacan broj potvrdenih slucajeva SAH-a iznimno nizak,
svega 0,4% ukupnog broja pacijenata (Bakr i sur., 2017).

Spektrofotometrijsko odredivanje hematogenih pigmenata u likvoru kod sumnje na
SAH je hitna pretraga koja se izvodi 24 sata dnevno. Kod vizualne metode detekcije pigmenata

iz apsorpcijskog spektra, za interpretaciju dobivenog spektra potrebno je iskustvo promatraca
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te je ta metoda podlozna varijabilnosti izmedu analitiCara. Nagy i sur. (2013) pokazali su kako
za dijagnozu SAH-a razli¢ita izvedba i metoda interpretacije apsorpcijskog spektra
centrifugiranog likvora izmedu laboratorija moze znaciti razliciti tretman bolesnika. Zbog
malog broja zahtjeva za ovom pretragom, ovim je istrazivanjem obuhvacen mali broj uzoraka
u dugom vremenskom razdoblju, stoga bi koriStenje algoritma prema UK-NEQAS
smjernicama standardiziralo postupak analize i interpretacije spektra te smanjilo vrijeme izrade

nalaza.

Mozemo zakljuciti kako metoda detekcije hematogenih pigmenata u cerebrospinalnoj
tekucini prema UK-NEQAS smjernicama ima zadovoljavajuce dijagnosticke karakteristike za
postavljanje dijagnoze subarahnoidalnog krvarenja. Ova metoda omogucava standardizaciju
postupka interpretacije apsorpcijskog spektra likvora i1 smanjuje moguénost pogreske

analitic¢ara.

25



6. ZAKLJUCCI

Primjenom racunske metode prema UK-NEQAS smjernicama za odredivanje
hematogenih pigmenata u cerebrospinalnoj tekuéini kod sumnje na subarahnoidalno krvarenje
i usporedbom s vizualnom metodom detekcije hematogenih pigmenata iz apsorpcijskog spektra
moze se zakljuciti sljedece:

- Racunska metoda prema UK-NEQAS smjernicama ima izvrsne dijagnosticke

karakteristike za dijagnozu subarahnoidalnog krvarenja

- Najbolje karakteristike testa za dijagnozu SAH-a ima metoda korigiranog NBA

prema UK-NEQAS-u

- Ova metoda pruza to¢nu i uéinkovitu interpretaciju apsorpcijskih spektara uzoraka

likvora i standardizira postupak interpretacije spektra

- U usporedbi sa vizualnom metodom, daje manje lazno pozitivnih rezultata i

pokazuje vecu specifi¢nost za SAH
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7. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

AV — arteriovenska (malformacija)

Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

CT — kompjutorizirana tomografija (engl. computed tomography)

CTA — kompjutorizirana tomografija - angiografija (engl. computed tomography-angiography)
DSA — digitalna subtrakcijska angiografija

NBA — ukupna apsorbancija bilirubina (engl. net bilirubin absorbance)

NOA — ukupna apsorbancija oksihemoglobina (engl. net oxyhaemoglobin absorbance)
NPV — negativna prediktivna vrijednost

PA — predvidena apsorbancija

PPV — pozitivna prediktivna vrijednost

SAH — subarahnoidalno krvarenje (engl. subarachnoid haemorrhage)

SZS — sredi$nji Ziv€ani sustav
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9. SAZETAK/SUMMARY

9.1. SAZETAK

Odredivanje hematogenih pigmenata u likvoru vazno je za detekciju subarahnoidalnog
krvarenja (SAH) kod pacijenata s visokom klinic(kom sumnjom i negativnim nalazima
dobivenim slikovnim tehnikama. Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati dijagnosticku tocnost
UK-NEQAS metode i racunskih formula za odredivanje hematogenih pigmenata u likvoru pri
sumnji na SAH 1 usporediti ih s vizualnom metodom ocitavanja hematogenih pigmenata iz
spektra.

Istrazivanje je provedeno U Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a
Zagreb na 37 uzastopnih pacijenata sa sumnjom na SAH kojima je analiziran likvor dobiven
lumbalnom punkcijom. Izmjeren je apsorpcijski spektar supernatanta centrifugiranog likvora u
podrucju 250-600 nm te je interpretiran trima metodama: vizualnom metodom, izraCunom
ukupne apsorbancije bilirubina (NBA) i oksihemoglobina (NOA) prema UK-NEQAS-u, te u
slu¢aju pozitivnog NBA UK-NEQAS metodom uz korekciju NBA. SAH je dijagnosticiran
referentnom metodom digitalnom subtrakcijskom angiografijom (DSA).

Kod 3/37 pacijenata je potvrden SAH i svim trima metodama detektiran bilirubin u
likvoru s jednakom osjetljivosti, a racunska metoda prema UK-NEQAS-u pokazala je
statisticki znacajno vecu specifi¢nost od vizualne metode. Lazno pozitivni nalazi posljedica su
drugih uzroka krvarenja (prethodne traumatske punkcije, operacija, tromboza). Nije bilo lazno
negativnih rezultata. Cohenovim kappa testom pokazano je snazno podudaranje rezultata
izmedu metoda.

Racunska metoda prema UK-NEQAS smjernicama ima izvrsne dijagnosticke
karakteristike za dijagnozu SAH-a i standardizira postupak interpretacije apsorpcijskih
spektara. Najbolje karakteristike testa za dijagnozu SAH-a ima metoda korigiranog NBA. U
usporedbi sa vizualnom metodom, daje manje lazno pozitivnih rezultata i pokazuje veéu

specificnost za SAH.
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9.2. SUMMARY

Cerebrospinal fluid (CSF) pigment analysis is important for detection of subarachnoid
haemorrhage (SAH) in patients with high clinical suspicion and negative findings with imaging
techniques. The aim was to examine the diagnostic accuracy of UK-NEQAS method for CSF
pigment analysis in suspected SAH and to compare it with the visual assessment of bilirubin

from the absorption spectrum.

The study included 37 consecutive patients with suspected SAH who underwent lumbar
puncture to obtain CSF for analysis in Department of Laboratory Diagnostics, UHC Zagreb.
UV-VIS spectrophotometric scan of supernatant of centrifuged CSF was performed in the 250-
600 nm range. Three methods were used for interpreting absorption curves: visual assessment,
net bilirubin (NBA) and oxyhaemoglobin (NOA) absorbance calculation according to UK-
NEQAS and NBA correction in case of a positive NBA by UK-NEQAS method. SAH was
diagnosed using digital subtraction angiography.

Bilirubin was detected by all three methods in 3/37 patients with SAH with equal
sensitivity. UK-NEQAS method displayed significantly higher specificity than visual method.
False positives were the result of other causes of bleeding (prior traumatic puncture, operation,
thrombosis). There were no false-negative results. A strong agreement between the methods
was shown using the Cohen kappa test.

UK-NEQAS method has great diagnostic characteristics for SAH and standardizes the
process of absorption curve interpretation. NBA correction method has shown the best
diagnostic characteristics for SAH. Compared to the visual method it produces less false-

positive results and displays higher specificity for SAH.
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