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1. Uvod

1.1. Likvor ili cerebrospinalna tekuéina

Likvor ili cerebrospinalna tekucina (CSF) je bistra, bezbojna tekucina koja ispunjava mozdane
komore ( ventriculi cerebri ), sredi$nji kanal ledne mozdine, te prostor izmedu pije 1 arahnoideje
(subarahnoidni prostor). S obzirom na to da su mozak i kraljezni¢na mozdina uronjeni u likvor,
masa mozga odrasle osobe iznosi 50 grama u odnosu na oko 1500 grama njegove suhe mase,
Sto objaSnjava jednu od njenih uloga, mehanicku zaStitu mekim strukturama srediSnjeg
zivéanog sustava (SZS-a) i osigurava stabilan kemijski okoli§ unutar SZS. (Trbojevi¢ Cepe i
Vogringe, 2009). Takoder, sudjeluje u homeostazi cerebralne intersticijske tekucine i neuronskog
okruzenja regulacijom ravnoteze elektrolita, cirkulacijom aktivnih molekula i eliminacijom
katabolita. Likvor transportira produkte koroidnog pleksusa do mjesta njihovog djelovanja te
takav nacin distribucije cirkulacijom modulira aktivnost odredenih regija mozga. Otpad
mozdanog metabolizma, produkti peroksidacije 1 glikozilirani proteini tako se akumuliraju sa
smanjenom izmjenom likvora povezanom sa starenjem. Likvor ve¢inom, no ne i potpuno
proizvodi koroidni pleksus, dok mozdana intersticijska tekucina, ependim i kapilare takoder

mogu igrati ulogu u sekreciji likvora. (Sakka i sur., 2011).

U nedavnim opaZanjima Yamada (2021) koriStenjem napredne tehnike magnetske rezonance
(Time — Spatial Inversion Pulse), likvor je posluZio kao interni obiljeziva¢ za pracenje kretanja
likvora. Rezultati su pokazali da se dinamika likvora razlikuje od one koja je objasnjena
klasi¢nom teorijom cirkulacije likvora. Likvor pokazuje pulsiranje, no ne u obliku rasutog

protoka (bulk flow) od mjesta proizvodnje do apsorpcijskog mjesta.

Ukupni volumen likvora odrasle osobe iznosi otprilike izmedu 125 1 150 mL, a obnavlja se u
prosjeku cetiri puta dnevno; dnevni volumen proizvedenog likvora iznosi otprilike 600 mL.
Krvno-moZdana barijera sastoji se od nekoliko anatomskih struktura koje predstavljaju fizicku
barijeru difuziji i filtraciji proteina iz krvi u likvor. Integritet te barijere i protok likvora odreduju
kvalitativni 1 kvantitativni sastav ukupnih proteina u likvoru. Sastojci likvora nisu uniformni 1
ovise o mjestu gdje je likvor uzorkovan, zbog rostrokaudalnog gradijenta koncentracije proteina
koji prati neuroos (neuraxis); najmanje koncentracije su u ventrikularnoj tekucini, dok su
najvece u lumbosakralnom podrucju, koje je i najces¢e mjesto uzorkovanja (lumbalna punkcija)

(Giovanni, 2014).



Pretrage likvora mogu se podijeliti u viSe programa, od hitnih koji su vazni za probiranje
manifestacija odredenih patoloskih stanja ili za iskljuc¢ivanje radne dijagnoze (hitni program),
pretraga koje pomazu smanjivanju dijagnosticke nesigurnosti 1 dozvoljavaju lakSu
diferencijalnu dijagnozu (osnovni program), do onih specijalnih, koje se rjede koriste u
laboratoriju, a podupiru kona¢nu dijagnozu te pruzaju dijagnosti¢ku informaciju (prosireni
program) (Trbojevi¢ Cepe i Vogrinc, 2009). Rutinska analiza likvora neprocjenjiva je u
evaluaciji upalnih, infektivnih i neinfektivnih stanja SZS-a, u slu¢ajevima CT-negativnog
subarahnoidalnog krvarenja ili leptomeningealnih metastaza. UkljuCuje vizualni pregled
uzorka, citolosku obradu, odredivanje ukupnog broja eritrocita i1 leukocita, ukupne

koncentracije proteina u likvoru, glukoze te laktata (Hegen i sur., 2015).

1.2. Likvoreja

Likvoreja ili istjecanje likvora dogada se kada cerebrospinalna tekucina izlazi kroz rupturu u
duri mater, vanjske ovojnice koja §titi SZS(Dobrocky i sur., 2022). Istjecanja mogu biti

spontana (primarna) i nespontana (sekundarna) (Tai i sur., 2022).

Istjecanje likvora iz SZS-a moZe imati opasne posljedice za mozak. Otvorena komunikacija
subarahnoidalnog prostora s vanjskim okoliSem povecava moguénost za infekciju unutar
srediSnjeg Ziv€anog sustava npr. bakterijski meningitis jer je omogucen direktan ulazak
mikroorganizama. Takoder, likvoreja moze utjecati na funkciju mozga te povecati rizik od
direktne traume za mozdani parenhim zbog gubitka hidromehanicke potpore. Osim navedenog,
istjecanje likvora indicira potrebu za daljnju evaluaciju i lijecenje jer moZe biti posljedica

frakture lubanje (ncbi.nlm.nih.gov).

Istjecanja mogu biti kranijalna ili kraljezni¢na, (spinalcsfleak.org), kontinuirana ili
intermitentna (Bernal-Sprekelsen i sur., 2014).

Traumatska istjecanja se klasificiraju prema latentnosti pojavljivanja te se razlicite evaluacije i
lije¢enja mogu sukladno s time primijeniti. U akutnom tipu, pacijent se prezentira s istjecanjem
likvora unutar prva dva dana od traume, odgodeni tip prezentira barem tjedan dana od traume,

dok kasniji tip prezentira unutar tri mjeseca nakon traume (Ramakrishnan 1i sur., 2022).



Najces¢i simptomi su ortostatske glavobolje (92%), muénina (54%) 1 bol u vratu (43%), a
moguci simptomi su i zvonjenje u usima, gubitak mirisa ili okusa, vrtoglavica te bol u ledima

(D'Antona i sur., 2021).
1.2.1. Epidemiologija

Od svih istjecanja likvora, 80 % njih posljedica su kraniofacijalne traume. Traumatska
istjecanja likvora javljaju se u od 12 do 39 % pacijenata s frakturom baze lubanje, dok ¢e
prezentacija simptoma istjecanja biti prisutna unutar 48 sati u vise od 50 % takvih pacijenata;
70 % unutar tjedan dana i gotovo kod svih takvih pacijenata unutar tri mjeseca. Odgodene
prezentacije (npr. viSe mjeseci) mogu se pripisati kontrakciji rane, nekrozi tkiva, nestanku
edema ili poveéanju intrakranijalnog tlaka. Cini se da &vrsto prianjanje dure uz anteriornu bazu
lubanje predisponira ovo podrucje za ozljedu. Jatrogene ozljede ¢ine 16 % svih istjecanja, dok
ostala istjecanja razlicitih etiologija (tumori, kongenitalni kosStani defekti i dr.) ¢ine 4 % (Le C
1sur., 2016). Likvoreja je takoder poznata kao 1 komplikacija posttraumatskih kirurSkih zahvata,
endoskopsih endonazalnih operacija baze lubanje, operacija koje uklju¢uju lumbosakralni dio
kraljeznice te dijagnosticki ili terapeutskih lumbalnih punkcija (Menon 1 Onyia, 2015). Prema
Gupta i sur. (2022) 10.1 % pacijenata, kojima je tumor uklonjen endoskopskom endonazalnom

resekcijom, imali su likvoreju nakon zahvata.

1.2.2. Mjesta likovreje

Kraniofacijalna trauma moze dovesti do razliitih prezentacija istjecanja likvora, koje su
primarno odredene mjestom i mehanizmom ozljede. Likvoreja u bazi lubanje zbiva se kada
postoji abnormalna veza izmedu subarahnoidalnog prostora i zraCnog prostora u paranazalnim

sinusima, nosnoj Supljini, srednjem uhu ili mastoidnim stanicama ( Scoffings, 2021).

Anteriorne frakture baze lubanje su ¢esto povezane brzim udarcima prilikom kojih su reSetnica,
etmoidalna kost 1 sfenoidalni sinusi naj¢esce osteceni jer su tanki i1 blisko vezani uz duru. Rjede
su frakture temporalne kosti povezane s disrupcijom dure, koja moze dovesti do likvoreje u

uSima (otolikvoreja) ili rjede u ocima (okulolikvoreja) ( Baugnon i Hudgins, 2014).

Jatrogena istjecanja likvora dogadaju se najceS¢e kao posljedica funkcionalne endoskopske
operacije; reSetnica i etmoidalna kost u takvim zahvatima primarno su oStecene, slijede ih

frontalni 1 sfenoidni sinusi ( Banks i sur., 2009).



NeurokirurSke intervencije pridonose jatrogenim istjecanjima, posebice prilikom endoskopskih
transnazalnih operacija hipofize. PredloZene etiologije ovih istjecanja protezu se od anatomskih
varijacija do tehnickih faktora i mogu biti prepoznate tijekom ili poslije operacije (Banks i sur.,

2009).

Spontana istjecanja likvora dogadaju se bez jasnog pocetnog dogadaja, Cesto na razini
kraljeznice, u torakalnoj i1 cervikalnoj regiji te rjede kod baze lubanje. Spontana istjecanja se
uglavnom pripisuju postojecim stanjima koja uzrokuju smanjeni intrakranijalni tlak (ICP), $to
vodi do ortostatskih glavobolja, naj¢esce klinicke manifestacije kod spinalnog istjecanja (Lin 1

sur., 2017).

Takoder, povezana su i sa poviSenim ICP-om ili idiopatskom intrakranijalnom hipertenzijom
(ITH). Takva istjecanja su vjerojatno sekundarna nakon erozije tankih kostanih struktura baze

lubanje zbog povisenog ICP-a (Englhard i sur. 2018).

Postojeca slabost dure povezana s nasljednim poremecajem matriksa vezivnog tkiva takoder je
opisana kao pridonose¢i faktor. Netraumatsko istjecanje likvora moze biti uzrokovano i
kongenitalnim formacijama baze lubanje te defektom baze lubanje zbog odredenog tumora

(Pagani-Estévez i sur., 2019).

1.2.3. Patofiziologija likvoreje

Iako se istjecanja likvora mogu nalaziti u bazi lubanje, takav tip istjecanja obi¢no ne uzrokuje
ortostatske glavobolje te su viSe povezane s visokim nego niskim tlakom likvora (u usporedbi
sa spontanim istjecanjima, traumama glave i postoperativnim postupcima) (Farnsworth i sur.,

2023., Kranz i sur., 2019).

Mehanizam istjecanja likvora nakon traume glave ili kirurSkog postupka uglavnom je povezan
s probojem u slojeve mukoze, kosti, dure 1 arahnoidne membrane $to vodi do rinolikvoreje -

tijek likvora u nos (Ramakrishnan i sur., 2022).

Divertikuli ovojnica (meningeal diverticula); podru¢ja duralne dehiscencije, koja dopustaju
protruziju leptomeninge kroz duralni defekt. Neke divertikule ukljucuju velike meningealne
rupture koje dopustaju brzo istjecanje likvora dok druge stvaraju slabi kapljajuci izlaz likvora s
Valsalva manevrom. Ventralne rupture su obi¢no prouzrocene protruzijama kalcificiranog diska
ili o$trim osteofitima zavrSne ploce ( endplate ), koji zarezuju duru, stvaraju¢i longitudinalno

orijentiranu rupturu. Istjecanja iz ventralnih ruptura su cesto brza, rezultirajuci s ekstenzivnim
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skupljanjima likvora. Kod centralne venozne fistule (CVF) postoji direktna komunikacija
izmedu spinalnog subarahnoidnog prostora i odlazece, paraspinalne vene, koja omogucéava brzi
gubitak likvora u venoznu cirkulaciju. Likvor se obi¢no resorbira na razini spinalnih ziv€anih
zavrsetaka, arahnoidnim vilima, koji su regulirani vakuolama. Nasuprot tome, gubitak likvora
zbog CVF-a je nereguliran, $to dovodi do deplecije volumena CSF-a i intrakranijalne

hipotenzije. Torakalni dio kraljeznice je najces¢e mjesto CVF-a (ncbi.nlm.nih.gov).

1.2.4. Prezentacija likvoreje

Buduéi da je vecina istjecanja likvora posljedica slucajne ili jatrogene traume, anamneza
pacijenta koji ima rinoreju ili otoreju trebala bi potaknuti sumnju na istjecanje likvora, stoga bi
simptom svih istjecanja baze lubanje je bistra rinoreja uz koju se mogu pojaviti i glavobolja,

bol u vratu ili ukocenost (Wang i sur., 2011).

Neki od neuobicajenih simptoma mogu nastati od kompresije struktura u bazi lubanje,
produljene mozdine ili ledne mozdine, zbog hernije mozga, encefalokele, kroz kost 1 duralni
defekt. Takve primjere ukljucuju galaktoreja, kvadripareza, infarkti i koma (Dobrocky i sur.,

2022).

Druge atipicne prezentacija kroni¢nog istjecanja likvora su letargija, deficiti pamcenja,
demencija s frontotemporalnim svojstvima (frontotemporal brain sagging syndrome),

parkinsonizam 1 ataksija ( Wicklund i sur., 2011).

Nedavni dokazi predlazu da duralni defekti cesto stoje iza neobjas$njenih posteriornih fossa-
predominantnih povrs$nih sideroza zbog krvarenja iz troSnih epiduralnih vena na mjestu duralne

poderotine ( Friedauer 1 sur., 2022).

1.2.5. Dijagnostika likvoreje

Oprezna dijagnostika pacijenata za koje se sumnja da imaju istjecanje likvora je od klju¢ne
vaznosti, potrebno je biti svjestan komponenti likvora, abnormalnosti u rezultatima slikovnih

tehnikama i mogucih uzroka istjecanja (ncbi.nlm.nih.gov).



Kemijska analiza sekreta skupljenog iz nosa, uha ili oka ( discharge fluid ) na koje se sumnja
da su cerebrospinalna tekuc¢ina siguran je i neinvazivan nacin ispitivanja istjecanja ( Warnecke

1 sur., 2004).

1.2.5.1. Slikovne tehnike

Kompjuterizirana tomografija visoke rezolucije (HRCT) paranazalnih sinusa i temporalne kosti
obicno je dovoljna za identifikaciju jednostrukih kostanih defekata. Ako se sumnja na vise
defekata na HRCT-i, CT cisternografija je korisna za daljnju lokalizaciju lezija. Ako je inicijalni
CT pokazao sumnju na meningoencefalokelu, MR cisternografija je visokoosjetljiva za meka
tkiva. Ako je istjecanje interminentno, ali aktivno, HRCT je i dalje prvi izbor slikovnih tehnika,
a u slucaju da je istjecanje neaktivno u vrijeme slikanja, potrebno je razmotriti MR kontrastnu

cisternografiju ili radionuklidnu cisternografiju ( Hiremath i sur., 2019).

Radionuklidna cisternografija (RNC) je nuklearno medicinsko ispitivanje u kojem se
radioizotop injektira intratekalno lumbalnom punkcijom. Pamucni ¢epiéi ( pledget ) stavljaju
se u nosnu Supljinu na nekoliko sati, a zatim se uklanjaju te se mjeri prisutnost radioizotopa.
Sama metoda je invazivna te se viSe smatra kao dijagnosticko ili potvrdno ispitivanje, nego kao
ispitivanje lokacije istjecanja likvora. Intratekalni fluorescein (IF) omogucava identifikaciju
fistule vaze lubanje tijekom endoskopije, no za ovu metodu nedostaju smjernice o najboljoj

dozi 1 proceduri za najsigurnije 1 najefektivnije rezultate (Oakley 1 sur.)

Uzrok spontane rinolikvoreje moze biti pripisan idiopatskoj intrakranijalnoj hipertenziji, tada
su preporucene slikovne tehnike poput CT-a 1 fundoskopije. U slu¢ajevima spontanih istjecanja
s intrakranijalnom hipotenzijom, magnetna rezonanca mozga moze pokazati intrakranijalno
pahimeningealno zadebljanje, a povecanje s kontrastom, subduralno skupljanje tekucine 1
pomak mozga prema dolje. MRI kraljeznice takoder moze pokazati raspad dure i demonstrirati

istjecanje CSF-a iz defekata kraljezni¢ne dure (Chiapparini i sur. 2004).

U sljede¢em primjeru Bunevicius i sur. (2016) mozemo vidjeti prikaz pacijenta s traumom
glave, ovdje se slikovnim tehnikama (ne-kontrastni i kontrastni CT) uo¢avaju orbitalna ozljeda

s frontobazilarnom kranijalnom frakturom. Pacijent je sljede¢i dan razvio nazo- i rinolikvoreju.



4

Slika 1. Primjer ne-kontrastnog CT-a pacijenta s frakturom gornjeg orbitalnog krova (pokazano

strjelicama, preuzeto iz Bunevicius i sur., (2016) uz dopustenje izdavaca)

Slika 2. CT s intratekalnim kontrastom kod istog pacijenta prikazuje istjecanje u frontalni sinus,
nosnu Supljinu i lijevu orbitu (bijele strjelice, preuzeto iz Bunevicius i sur., (2016) uz dopustenje

izdavaca)



1.2.5.2. Biokemijski biljezi likvoreje

Biokemijski biljezi su objektivne mjere koje daju uvid Sto se zbiva unutar stanice ili odredenog
organizma u danom trenutku te mogu posluziti kao rano upozorenje za neke patoloske procese
(npr. visoka vrijednost kolesterola je Cesti biokemijski biljeg za kardiovaskularne bolesti)

(niehs.nih.gov).

U proslosti se za dokazivanje likvoreje koristio test koji je uklju¢ivao stavljanje uzorka za koji
se sumnja da sadrzi likvor na komad tkanine ili papira pri ¢emu bi pojava znaka prstena (,, halo
sign ) bila prediktor rinolikvoreje. Medutim, test je zastario te mu nedostaje prave korisnosti,
jer je nepouzdan i veéina tekucina, kada su pomijesane s krvi, mogu dati isti rezultat (znak
prstena). Kvantitativno odredivanje glukoze bio je jedan od najranijih testova razvijenih za
potvrdu rinolikvoreje. Razina glukoze u likvora obi¢no iznosi oko 60-70 % koncentracije u
serumu, no razna patoloska stanja mogu utjecati na koncentraciju glukoze u likvoru, §to moze
dovesti do lazno negativnih rezultata. Nosni sekret, takoder, moze sadrzavati poviSenu
koncentraciju glukoze, zbog raznih razloga npr. kod intubiranih pacijenata, hiperglikemic¢nih
pacijenata (pacijenti s dijabetesom) ili kod pacijenata s virusnim rinitisom, §to moze rezultirati
laZzno pozitivnim rezultatima. Trenutni zlatni standard za laboratorijsku biokemijsku potvrdu
likvoreje u uzorku jest odredivanje asijalotransferina, dok se nedavno i prostaglandin-D-

sintetaza (beta trace protein) pokazala kao potencijalna alternativa (Torabi 1 sur., 2024).

1.5.2.3. Asijalotransferin

Prema Warnecke 1 sur. (2004) asijalotransferin (beta-2-transferin) je desijalirana izoforma
transferina, koja ne sadrzi ni jednu molekulu sijalinske kiseline. MozZe biti odvojen od ostalih
izoformi koje sadrze od 1 do 7 sijalinskih kiseline te prikazan kao jedinstvena vrpca nakon npr.

izoelektri¢nog fokusiranja s transferin-specifi¢nim imunofiksiranjem.

Dva N-glikozilacijska mjesta nalaze se na C-terminalnoj domeni na Asn 413 1 Asn 611. Dva N-
vezana kompleksa oligosaharidnih lanaca strukturno se ocituju kao mono-, bi-, tri- ili tetra-
antene. Svaka antena obi¢no ima sijalinsku kiselinu vezanu na svojem kraju (Paterlini i sur.,

2019).

Za razliku od serumskog transferina, koji postoji isklju¢ivo u sijaliranim glikoformama,
transferin koji se nalazi u likvoru mjesavina je sijalo- i asijaloglikoformi. Cini se da
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sijalotransferin u likvoru potjece od serumskog transferina koji prolazi krvno-mozdanu barijeru,
dok je asijalotransferin sintetiziran lokalno u SZS-u i ulazi u cirkulaciju likvora. Odredivanje
prisutnosti asijalotransferina u krvi moze biti korisno i u dijagnostici sindroma glikoproteina
deficijentnog ugljikohidratima, koji je Cesto povezan sa zlouporabom alkohola. Vazno je
napomenuti da nedostatak asijalotransferina u likvoru abnormalan, §to je ve¢ dokazano kod
pacijenata s bolesti nestanka bijele tvari (Vanishing White Matter Disease), tipa leukodistrofije,

kojeg karakterizira gubitak bijele tvari u mozgu (Brown i sur., 2012).

Najces¢e metode kvalitativnog dokazivanja asijalotransferina su elektroforeza (npr. SDS-

PAGE), izoelektri¢no fokusiranje i imunofiksacija. ( Oakley i sur., 2016).

Uz svaku elektroforezu vazno je da su uzorci seruma analizirani paralelno s uzorcima sekreta
kako bi se osiguralo da se u slucaju kontaminacije sekreta sa serumom pacijenta prepozna
sistemska elevacija asijalotransferina kod pacijenata s alkoholnom ili nealkoholnom cirozom

jetre (Warnecke 1 sur., 2004).

Prema Dastych i sur. (2010) asijalotransferin moguce je u uzorku odrediti i HPLC-om (High-
performance liquid chromatography ), u kojoj se prisutnost asijalotransferina moze odrediti
mnogo brze u odnosu na elektroforetske metode ( traje nekoliko minuta u usporedbi s nekoliko
sati za elektroforetske metode), medutim isti¢u problem nedostatka komercijalno dostupnog

kontrolnog materijala za provjeru preciznosti.

Za negativan rezultat asijalotransferina postoji mala vjerojatnost od istjecanja likvora.
Testiranje na glukozu u rinoreji radilo se ¢eS¢e u proslosti, no imalo je loSiju osjetljivost i
specificnost u usporedbi s beta- transferinom. Ako je test na beta-2 transferin pozitivan ili
postoji sumnja na istjecanje likvora, slikovne tehnike su indicirane da se lokalizira mjesto

istjecanja (Chan i sur., 2004).

1.2.5.4. Prostaglandin D sintaza

Prostaglandin D sintaza ili B-trace protein je joS jedan od proteina koji se sintetiziraju lokalno
u likvoru, a nalazimo ga i u drugim strukturama SZS-a kao $to su koroidni pleksus,

leptomeninge i oligodendroglija (Tumani i sur., 1998).

Prisutan je u krvi i u CSF-u, no u razli¢itim koncentracijama ( Oakley i sur., 2016).



Zbog svoje visoke specificnosti predstavlja pogodan alat za dijagnozu otolikovreje i
rinolikvoreje. MozZe se odredivati radijalnom imunodifuzijom, imunofluorometrijski te

imunonefelometrijski (Tumani i sur., 1998).

asijalotransferin, takoder imunonefelometrijska metoda zahtjeva samo 15 minuta, $to ju Cini
mnogo brzom, no vazno je napomenuti da renalna insuficijencija ili postojanje bakterijskog

meningitisa mogu utjecati na razinu ovog proteina ( Oakley i sur., 2016).

1.2.6. Lijecenje likvoreje

Lijecenje likvoreje ovisi o uzroku, veli¢ini i mjestu rupture dure. Ako se radi o malom
istjecanju, moze se razrijesiti samo od sebe, dok veca istjecanja mogu zahtijevati kirurSku
intervenciju. Drugi tretmani za istjecanje likvora mogu biti nazalno pakiranje, endoskopski i

kirurski popravak (ncbi.nlm.nih.gov).

Konzervativno lije¢enje istjecanja likvora moze ukljucivati mirovanje: takav odmor pomaze pri
smanjivanju pritiska na pogodeno podrucje i omogucava istjecanju da se izlijeci. OTC ( over
the counter ) anestetici protiv bolova kao $to su ibuprofen ili acetaminofen mogu se preporuciti
za olakSanje glavobolja i boli u vratu. Konzumiranje mnogo tekuc¢ine pomaze kako bi se odrzale
adekvatne razine tekuc¢ine u tijelu i smanjili simptomi. Korisno je i ograni€iti uzimanje kofeina
jer moze pogorsati simptome 1 treba se izbjegavati ili ograniciti. Izbjegavanje aktivnosti koje
povecavaju pritisak na ugrozeno podrucje, kao Sto su kasljanje, kihanje ili naprezanje, moze

pomo¢i reduciranju simptoma ( Ramakrishnan i sur., 2022).

U slucajevima kraniofacijalne traume, postavljeno je da bi trebali biti odabrani konzervativno
lijeCenje 1 promatranje jer se odreden broj ovakvih slucajeva razrijesi bez intervencije. Usprkos
tome, rizik od meningitisa kod ovih pacijenata i dalje postoji, pa je ovakvo lijecenje potrebno

pazljivo odabrati (Bernal-Sprekelsen 1 sur., 2000).

Invazivnije terapije, kao Sto su kirurSka intervencija, postaju potrebne u ozbiljnijim situacijama
ili ako se nastave simptomi. Bliska suradnja s vjestim klini¢arem klju¢no je za izbor pravog
smjera za svaki posebni slucaj. Procedura s epiduralnom krvnom zakrpom obi¢no se koristi za
likvora na razini kraljeznice, a ukljucuje injektiranje malog volumena pacijentove vlastite krvi
u epiduralni prostor, koji okruzuje lednu mozdinu, kako bi se zatvorilo istjecanje i zaustavilo

daljnji gubitak likvora ( Choi i sur., 2023).
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Koristenje lumbalnih Santova ili ponovljenih lumbalnih punkcija kako bi se smanjio ICP,
endoskopski popravak i, u slucajevima refraktornog ili posebno visokog ICP-a,
ventrikuloperitonealnog Santa mogu biti efektivni, ali imaju relativno visoke stope komplikacija

nakon zahvata ( Banks i sur., 2009).

EBP (epidural blood patch) obi¢ni se izvodi pod lokalnom anestezijom, pacijent lezi na trbuhu.
Anesteziolog utrne kozu i tkiva na donjem dijelu leda, potom koristi iglu kako bi unio kateter
u epiduralni prostor. Pacijentova krv, izmedu 10 i 55 mL, tada se polako unosi kroz kateter,
ispunjavajuci epiduralni prostor, pritiskujuc¢i mjesto istjecanja kako bi se zatvorilo. Zahvat se
smatra sigurnom i efektivnom pri lijecenju istjecanja likvora, s visokom stopom uspjeha pri
razrje$avanju simptoma. Cesto se koristi kod pacijenata koji ne odgovaraju na konzervativno

lijecenje ili im se javlja rekurentno istjecanje (Signorelli 1 sur.,2021).

Postupak lumbalne drenaze ukljucuje unosenje katetera u lumbalnu regiju kraljezni¢nog kanala,
gdje se likvor akumulira. Lumbalna drenaza obi¢no se izvodi kako bi se trenuta¢no smanjili
simptomi i dalo vremena da se istjecanje likvora izlijeci. Veli¢ina, mjesto istjecanja, pacijentov
jedinstven proces iscjeljivanja odluc¢ujuéi su ¢imbenici koji odreduju koliko dugo kateter mora
ostati na apliciranom mjestu. Operativni postupak se Cesto izvodi pod lokalnom ili opéom

anestezijom ( Khan i sur., 2019).

Endoskopsko nazalno pakiranje ( endoscopic nasal packaging ) je postupak koji ukljucuje
stavljanje malog, apsorpcijskog materijala u nosnu Supljinu kako bi blokirao istjecanje i
prevenirao gubitak cerebrospinalne tekucéine. Postupak se obi¢no izvodi pod opcom
anestezijom, koristi se endoskop, tanka, fleksibilna cijev s pridruzenom kamerom sa svjetlom,
koja vizualizira unutrasnjost nosa. Kirurg identificira mjesto istjecanja 1 koristi posebne
instrumente kako bi stavio apsorpcijski materijal, npr. Gelofoam i/ili fibrinsko ljepilo, koji
zatvara defekt u nosnoj Supljini. Materijal zatvara mjesto istjecanja i pomaze pri iscjeljivanju.
Sam postupak je minimalno invazivan i ne zahtijeva veliki rez ili produljeno vrijeme oporavka,
Sto ga Cini popularnim izborom za pacijente koji Zele izbje¢i invazivnije kirurSke opcije

(CRANIAL Consortium, 2023).

U slucajevima s frakturama baze lubanje poslije operacije, endonazalni endoskopski pristup
ima stopu uspjeha izmedu 80 1 91%. Ostataku pacijenata je ponekad potrebna daljnja
endoskopska revizija, gdje u manje od 10 % slucajeva zahtijeva otvorenu kirursku reviziju

(Englhard i sur., 2018).
Rizik od neuspjesnih operacija ¢esci je kod pacijenata s povisenim ICP-om ( Mirza i sur., 2005).
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Vanjska ventrikularna drenaza (EVD) je neurokirurska opcija, koja ukljucuje postavljanje
drenaze u ventrikule mozga kako bi se uklonila cerebrospinalna tekuc¢ina i smanjio tlak te
omogucilo lakse iscjeljivanje podrucja istjecanja likvora. Tijekom postupka, mala rupica (vrsta
trepanacije), napravi se 2-3 cm anteriorno od vjenc¢anog Sava i tri centimetra od sagitalnog
Sava. Kateter se potom postavlja kroz rupicu u frontalni rog lateralnog ventrikula. Preferira se
desna strana zbog rizika od nastanka lezija u dominantnom motornom korteksu. Cijev se zatim
povezuje s eksternalnim drenaznim sustavom, koji se koristi za uklanjanje likvora. Koli¢ina
uklonjene tekucine prati se sve dok se istjecanje potpuno ne izlijeci. Postupak se izvodi pod
opom anestezijom, a nakon njega slijedi period pra¢enja kako bi se osiguralo da se tlak

uspjesno snizio ( Perez-Roman i sur., 2022).

U slucajevima jatrogenih ozljeda tijekom intrakranijalnih operacija, ocito lijecenje je popravak
ostecenog mjesta, koje moze zahtijevati vise postupaka ili adjuvantnu terapiju. Kod pacijenata
s povisenim ICP-om, smatra se da ugradnja podlezeéeg kostanog presatka (underlay bone graft)
nudi dodatnu strukturalnu podrsku za popravak baze lubanje kod ekstenzivnih lezija. Budu¢i
da je baza lubanje kod spontanih istjecanja likvora znatno oslabljena i moze se lako slomiti,
potreban je oprez pri oblikovanju i postavljanju presatka. Specificni odabrani materijal za
presadivanje ovisi o veli¢ini defekta, polozaju i osobnim preferencijama kirurga (Torres-

Bayona i sur., 2021).

1.2.7. Prognoza za pacijente s likvorejom

Kao $to je ve¢ navedeno, ukupna prognoza istjecanja likvora je vrlo povoljna, jedno istraZivanje
pokazuje stopu uspjeha od 90% nakon prvog pokusaja endoskopskog popravka rinoreje, dok
drugo 98 % kod traumatskih, jatrogenih i kongenitalnih uzroka (Daele i sur.,2011., Banks 1 sur.,

2009).

Pacijenti s tezim abnormalnostima baze lubanje, lateralnim sfenoidalnim istjecanjima,
poviSenim indeksom tjelesne teZine, spontanom rinolikvorejom i1 povisenim BMI-jem skloniji
su rekurentnim istjecanjima. Takvo ponavljanje istjecanja likvora se moze dogoditi i kod
pacijenata u srednjim godinama, koji su pretili i imaju “empty sella” sindrom ( prisutnost
povecane selle turcice, koja sadrzi preoblikovanu hipofizu pritiskom stanjenu uz straznji i donji
zid selle - prosirenje subarahnoidnog prostora u samu sel/u kao rezultat nepotpunog kontinuiteta

selarne dijafragme (ncbi.nlm.nih.gov).
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Najopasnija potencijalna komplikacija likvoreje je bakterijski meningitis; ¢ini se da je rizik od
razvoja meningitisa najveé¢i u preoperativnom periodu kod onih koji imaju potvrdenu
rinolikvoreju, dok od njih su najugrozeniji oni koji su dozivjeli traumatsku ozljedu (30 %).
Meningitis je utvrden kod 18,2 % pacijenata s traumom 1 tre¢ine pacijenata podvrgnutih
operacijama sfenoidalne kosti, baze lubanje i klavarije. Medutim, rizik od razvoja meningitisa
ostaje 19% za pacijente s perzistentnim istjecanjima likvora te su takvi pojedinci ugrozeni sve

do uspjesnog operativnog zatvaranja istjecanja ( Daudia 1 sur., 2007).

1.2.8. Prevencija i edukacija pacijenata

Jedan od nacina kako prevenirati istjecanja likvora je izbjegavanje situacije ili aktivnosti koje
bi mogle ozlijediti mozak ili lednu mozdinu. Ljudi s bolestima vezivnog tkiva ili povijesti
operacije mozga ili ledne mozdine mogu biti osjetljiviji 1 trebali bi biti oprezniji od ostalih.
Druga vazna komponenta kontrole i prevencije istjecanja likvora je edukacija pacijenata.
Znakovi upozorenja i simptomi istjecanja likvora trebaju se objasniti pacijentima te je potrebno
istaknuti da zatraze lijecni€¢ku pomo¢ ¢im primijete iste. Pacijenti takoder trebaju biti svjesni
znacaja pridrzavanja preporuka prilikom lije¢enja; odmor u krevetu, hidracija i izbjegavanja

aktivnosti koje povisuju intrakranijalni tlak te jakog ispuhivanja nosa (ncbi.nlm.nih.gov).

1.2.9. PoboljSanje zdravstvenog tima za bolje ishode

Ispitivanje istjecanja likvora zahtjeva brojne aspekte zdravstvene skrbi te funkcionira putem
“interprofesionalnog tima”. Pacijent s pofetnom prezentacijom se moze pojaviti na bilo kojoj
razini zdravstvene skrbi 1 kod bilo kojeg €lana zdravstvenog sustava, kao S§to su lijecnici 1
medicinske sestre. Medicinski biokemicari interpretiraju rezultate ispitivanja uzoraka na koje
se sumnja da sadrZe likvor, dok radioloski tehnicari sudjeluju u izvodenju slikovnih tehnika,
¢ije rezultate interpretiraju radiolozi, a kirurzi potom nude zaklju¢ne kirurSke tretmane.
Efektivna komunikacija izmedu svih ¢lanova zdravstvenog sustava od velike je vaznosti kako
bi se eliminirale zdravstvene pogreSke 1 minimizirala Steta za pacijenta, upravo zato §to mnogi

od pacijenata ¢esto moraju produljeno ostati u bolnici (ncbi.nlm.nih.gov).
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2. ObrazloZenje teme

Istjecanje likvora iz SZS-a predstavlja veliku opasnost za osobu kod koje se dogodi zbog
mogucih infektivnih komplikacija kao $to su intrakranijalni apsces ili bakterijski meningitis, a

pravovremena i precizna dijagnoza je izuzetno vazna za ispravno lijecenje.

Biokemijska analiza sekreta koji istjeCe iz nosa, uha ili rjede ociju u kombinaciji sa slikovnim
tehnikama omogucuje ranu i to¢nu dijagnostiku ovog stanja. Odabir pouzdanog biokemijskog

biljega te odgovarajuce metode odredivanja predstavlja izazov za medicinskog biokemicara.

Asijalotransferin je biokemijski biljeg koji se koristi za dokazivanje likvoreje jer se stvara u
SZS-u i nalazimo ga u likvoru. Za kvalitativno dokazivanje asijalotransferina se rutinski koriste

razli¢ite elektroforetske metode.

Cilj ovog rada je usporediti dvije kvalitativne metode za dokazivanje asijalotransferina u
uzorcima za koje se sumnja da su likvor ili da imaju primjese likvora koji istjede iz SZS-a sa

svrhom odabira najpouzdanije metode koja ¢e se koristiti u rutinskom radu.
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3. Materijali i metode

3.1. Uzorci

U Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC Zagreb analizirano je 27 uzoraka za
koje je postojala sumnja da se radi o istjecanju CSF-a. U svim uzorcima je u sklopu rutinske
obrade izmjerena koncentracija glukoze, kalija i ukupnih proteina te u svjezim uzorcima
odredena prisutnost asijalotransferina in-house metodom. Analiza asijalotransferina

komercijalnom metodom proizvodaca Sebia je napravljena na uzorcima koji su ostali nakon

redovne laboratorijske obrade bolesnika te bili pohranjeni na -20 °C.

3.2. Metode za dokazivanje asijalotransferina

3.2.1. In-house metoda za dokazivanje asijalotransferina

Materijali potrebni za izvodenje in-house metode dokazivanja asijalotransferina u uzorku:

Oprema:

X/
L X4

Izvor struje visokog napona ( 500V tijekom predfokusiranja i 1700V tijekom

izoelektri¢nog fokusiranja)

Kada za elektroforezu s vodenim hladenjem 1 elektrodama za IEF ( izoelektri¢no

fokusiranje)

Izvor intenzivnog hladnog gela

Film za vezivanje poliakrilamidnog gela (nosac¢ gela)
Komprimirani listi¢i celuloze za nanoSenje uzoraka

Mostovi od debelog filter papira za anodnu i katodnu otopinu

Reagensi:

Akrilamid >99%

Bis-akrilamid (N,N-metilenbisakrilamid)

Amberlit

Amonij-persulfat

Riboflavin-5-fosfat

Sintetski amfoliti za uspostavljanje pH gradijenta. Bio-Rad 3/10

Orto-fosfatna kiselina, min w=85%
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¢ Redestilirani glicerol

¢ Etilen-diamin

¢ Poliklonalno antitijelo na humani transferin, Abbot Laboratories
¢ Srebrov nitrat (AgNO3)

¢ Natrijev karbonat (Na>CO3)

¢ Formalaldehid (HCHO), w=37%

% Octena kiselina (CH3COOH), w=1%

+ Kalijev heksacijanoferat(III),(Ks[Fe(CN)s]) >99%

¢ Natrijev tiosulfat pentahidrat (Na2S>03 x SH>0)

Nacelo in-house metode:

U in-house metodi proteini se izoelektricnim fokusiranjem razdvajaju na osnovi razlika u
izoelektricnim tockama. Pod djelovanjem elektricne struje proteini putuju u poliakrilamidnom
gelu s pH gradijentom 1 uguséuju se u uskom pH podrucju koje odgovara izoelektri¢noj tocki
(pD) pojedinog proteina. Nakon razdvajanja provodi se postupak imunofiksacije s antiserumom
na transferin pri ¢emu nastaju imunokompleksi. Iz gela se fizioloSkom otopinom isperu svi
nevezani proteini, a kompleksi koji ostaju u gelu oboje se srebrom. Uz uzorak sekreta sa
sumnjom na likvoreju uvijek se analizira i uzorak likvora drugog pacijenta kao pozitivna
kontrola te uzorak seruma kao negativna kontrola (Interni dokument, KBC Zagreb, KZLD,

2024).

Opis postupka:

Predanaliti¢ka faza in-house metode ukljucuje

1. Pripremu potrebnih otopina: otopina bis-akrilamida, $tok otopina riboflavin-5-fosfata,
otopina amonij-persulfata, otopina glicerola, anodni pufer (razrijedena otopina orto-
fosfatne kiseline), katodni pufer (razrijedena otopina etilen-diamina), otopinu srebrova
nitrata, otopinu octene kiseline za stopiranje boje.

Pripremu kalupa za izlijevanje gela

Pripremu otopine gela

Izlijevanje gela

A

Pripremu uzoraka — cerebrospinalna tekuéina (pozitivna kontrola) se postavlja nativno,
sekret se stavlja redom nativno, dva puta razrijeden, pet puta razrijeden i deset puta
razrijeden (potrebno razrjedenje ovisi o koncentraciji ukupnih proteina), serum

(negativna kontrola) se razrjeduje s vodom ovisno o koncentraciji transferina
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6. Izoelektri¢no fokusiranje u pH gradijentu 3-10

7. Oslobadanje gela iz kalupa (neposredno prije elektroforeze)
Analiticka faza in-house metode ukljucuje:

1. Postavljanje poliakrilamidnog gela

2. NanosSenje uzoraka. Prije nanoSenja uzorci se razrjeduju s fizioloSkom otopinom ovisno
o sadrzaju ukupnih proteina (najées¢e u omjeru 1:2, 1:51 1:10)

Postavljanje sustava za izoelektri¢no fokusiranje

Predfokusiranje i upijanje uzoraka

Izoelektri¢no fokusiranje

Imunofiksaciju

N kW

Bojanje imunoprecipitata srebrom

3.2.2. Komercijalni test za dokazivanje asijalotransferina proizvodaca Sebia

Materijali potrebni za izvodenje testa:
Oprema:

s HYDRASYS System SEBIA

¢ Vlazna komora za pohranu

% Vodilica predloska SEBIA

s Komplet dodataka za HYDRASYS CSF SEBIA

¢ Pipete: 2 uL, 20 puL, 100 pL, 200 pL. i 5 mL

¢ Za kvantitativnu analizu gela prema izboru: denzitometar / skener koji moZe skenirati

ploce gela velicine 82 x 51 mm sa softverom za ravne skenere HYRYS SEBIA,

GELSCAN SEBIA ili PHORESIS

Reagensi:

¢ Agarozni gelovi (spremni za upotrebu) — agaroza, puferska otopina pH 8,9 + 0,5

¢ Puferirane trake (spremne za upotrebu) — puferska otopina pH 9,2 + 0,5

% Razrjedivac uzoraka CSF/A1AT/TRF spreman za upotrebu) — A1AT-alfa-1-antitripsin,
TRF-transferin

¢ Zasicena otopina (spremna za upotrebu) — za zasi¢enje uzoraka zeljezom
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Rezrjedivac¢ antiseruma CSF/TRF (spreman za upotrebu) — puferska otopina pH 7,0 £
0,5

A1AT/TRF otopina za ispiranje (spremna za upotrebu) — puferska otopina pH 10,5 +
0,5

Rehidracijska otopina (spremna za upotrebu) - za rehidraciju agaroznog gela prije i
poslije koraka vizualizacije na temelju peroksidaze

TFF1/TFF2 otapalo (spremno za upotrebu) — za pripremu TTF vizualizacijske otopine
TFF1 (gotova otopina) — za vizualizaciju proteina dobivenih imunofiksacijom pomocu
peroksidazom obiljezenog antiseruma

TFF2 (gotova otopina) — za vizualizaciju proteina dobivenih imunofiksacijom pomoc¢u
peroksidazom obiljezenog antiseruma

Aplikatori (spremni za upotrebu)

Filtar papir — tanki

Cesljasti filtar papir

Filtar papir — debeli

Anti-treansferin antiserum — sadrzi imunoglobuline sisavaca protiv humanog
transferina, konjugirane peroksidazom, stabiliziran u lifiliziranom obliku

Vodikov peroksid H>O> (30%)

Otopina za odbojavanje — radna otopina sadrzi kiselinsku otopinu pH = 2

Otopina za pranje HYDRASYS wash solution — radna otopina za pranje sadrZava

pufersku otopinu pH = 8,7 + 0,5

Nacelo Sebia testa:

32 transferin desijalirani je oblik transferina. Taj desijalirani oblik prisutan je u velikim
proporcijama u likvoru i perilimfi. Sijalirani oblik transferina normalna je komponenta i seruma
1 likvora. Djelomi¢no do potpuno desijalirani oblici prisutni su u malim omjerima u normalnom
serumu zdravih ispitanika. Prisutnost frakcije 82 transferina u sekretima nosa i uha pokazuje
curenje CSF. Test se zasniva na elektroforetskoj separaciji razli€itih izooblika transferina
(syjaliranih, djelomi¢no do potpuno desijaliranih oblika), nakon cega slijedi imunofiksacija
peroksidazom obiljezenog antitijela anti-transferina. Antitijelo jednako reagira sa svim
oblicima transferina. Upotreba tog antitijela obiljeZenog peroksidazom pojacava osjetljivost 1
omogucuje detekciju frakcije B2 transferina u bioloSkom fluidu sve do koncentracije od 1

pmol/L do 1,25 pumol/L (Sebia :Hydragel 6 B2 Transferrin(e),2018).
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Opis postupka:

Predanaliticka faza:

1. Priprema uzoraka — mijeSaju se jednaki volumen uzorka sekreta i1 prethodno
homogenizirane zasi¢ene otopine

2. Priprema antiseruma

3. Priprema otopine za odbojavanje

4. Priprema otopine za pranje HYDRASIS wash solution
Analiticka faza:

Sustav HYDRASYS je poluautomatizirani viSeparametarski instrument. Automatizirani koraci

ukljucuju obradu HYDRAGEL agaroznih gelova sljede¢im redoslijedom:

1. NanoSenje uzoraka
Elektroforetska migracija
Inkubacija s reagensom

Zaustavljanje enzimatske reakcije

“wok o wN

Upijanje i konacno susenje gela
Ruc¢ni koraci podrazumijevaju:

1. baratanje uzorcima i gelovima

2. nanoSenje reagensa 1 namjeStanje instrumenta za rad

3.2.3. Interpretacija rezultata

3.2.3.1. Interpretacija rezultata in-house metode:

Rezultat nalaza asijalotransferina u uzorku se usporeduje s pozitivnom i1 negativhom
kontrolom. Kao pozitivna kontrola koristi se slu¢ajan uzorak likvora poznatog pacijenta, a kao
negativna kontrola uzorak seruma ispitivanog pacijenta. Prisustvo obojane vrpce u uzorku u
razini pozitivne kontrole ukazuje na pozitivan rezultat. Asijalotransferin je najsporija izoforma
transferina jer ne sadrzi sijalinske kiseline te se moze vidjeti kao zadnja vrpca kao Sto je

prikazano na Slici 3.
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Asijalotransferin nije prisutan (negativan) Asijalotransferin prisutan (pozitivan)

10x 2% nat

Slika 3. Interpretacija rezultata in-house metode

3.2.3.2. Interpretacija rezultata Sebia testa:
Nakon zavr$ne obrade gela, rezultati se trebaju interpretirati u $to kracem roku jer se kakvoca

gela s vremenom pogorsava, ovisno o uvjetima cuvanja (ukljucujuéi svjetlo, toplinu...).
Interpretacija rezultata provodi se u dva uzastopna koraka: kvalitativna analiza (vizualnim

opazanjem) iza Cega slijedi kvantitativna analiza denzitometrijskim skeniranjem.

Kvalitativna analiza

Vizualno opazanje elektroforetskog obrasca omoguduje detekciju desijalirane frakcije
transferina (zvane takoder O-sijalo frakcija) u uzorcima sekreta. Kada se desijalirana frakcija
transferina vizualizira viSe nego frakcija disijalotransferina, uzorak je pozitivan. Tada je

mogucée vizualno razdvojiti uzorke kontaminirane plazmom  od uzoraka koji nisu

kontaminirani.

Kvantitativna denzitometrijska analiza razdvojenih frakcija
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Kvantitativna analiza omogucuje odredivanje relativne koli¢ine 0-sijalo frakcije i 2-sijalo
frakcije u uzorku sekreta. U svim slucajevima (likvor ili obrazac seruma), uzorak je pozitivan
kada je omjer 0-sijalo / 2-sijalo ve¢i od 1. Kada je taj omjer jednak ili ispod 1, preporucuje se
analizirati serum istoga bolesnika kako bi se usporedio omjer 0-sijalo / 2-sijalo s omjerom
uzorka sekreta. Ako je omjer 0-sijalo / 2-sijalo dobiven iz uzorka seruma jednak ili visi od
omjera uzorka sekreta, desijalirani transferin mjeren u uzorku sekreta potjece iz plazme, a
rezultat analize bit ¢e tada negativan. Ako je omjer O-sijalo / 2-sijalo dobiven iz uzorka seruma
jednak ili visi od omjera uzorka sekreta, dio desijaliranog transferina mjeren u uzorku sekreta

potjece iz likvora, a rezultat analize tada ¢e biti pozitivan.

U denzitometru digitalni skener s velikom rezolucijom snimanja uz uporabu vidljivog 1 UV-
svjetla povezan je s osobnim racunalom i omogucuje vrlo brzo preslikavanje. Kvantitativna
analiza  preslike ¢ini se s pomocu odgovarajuih  racunalnih  programa

(www.fer.unizg.hr/ download/repository/Ivan_Piljac - Elektroforeza.pdf).

Primjeri denzitomerijske analize frakcija nakon razdvajanja metodom na Sebia sustavu

Negative secretion sample

Slika 4. Negativan rezultat uzorka sekreta

21



Positive secretion sample not contaminated

Fractions %

2-sialo 135
0-sialo 16.0

R= — = 1.18
2-sialo
| R

0-sialo

m————

R i o

2-sialo

Slika 5. Pozitivan rezultat uzorka koji nije kontaminiran plazmom

Positive secretion sample contaminated with plasma

/.r\ Fractions %
2-sialo 4.0
O-sialo 51
0-sialo
R — =128
lI 2-sialo
1
|

4
:

0-sialo

e et 5

2-sialo

Slika 6. Pozitivan rezultat uzorka koji je kontaminiran plazmom
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U Tablici 1. je prikazan nacin interpretacije rezultata dobivenih nakon denzitometrijskog

skeniranja.

Tablica 1. Interpretacija rezultata prema omjeru O0-sijalo / 2-sijalo dobivenim nakon

denzitometrijskog skeniranja

Omier Analizirani uzorak Zakliugak
) Uzorak sekrecije Uzorak seruma .
O-sijala / 2-sijalo =1 Analiza nije potrebna Pozitivan
O-sijalo / 2-sijalo iz seruma = Megativan
0O-sijalo / 2-sijalo iz uzorka sekreta (kontaminacija plazmom)
O-sijalo / 2-sijalo =1
O-sijalo / 2-sijalo iz seruma < Pozitivan
O-sijala / 2-sijalo iz uzorka sekreta (dio O-sijalo potjece od CSF)

3.3. Statisticke metode

Za klinicku procjenu ove dvije metode analizirani su sljede¢i parametri: osjetljivost,
specifi¢nost, to¢nost, pozitivna prediktivna vrijednost (PPV), negativna prediktivna vrijednost

(NPV), koji su matematicki odredeni i izrazeni preko sljede¢ih formula:

broj stvarno pozitivnih

OSJETLJIVOST = . — — —
broj stvarno pozitivnih + broj lazno negativnih
’ broj stvarno negativnih
SPECIFICNOST = , — — —
broj stvarno negativnih+broj lazno pozitivnih
TOCNOST — broj stvarno pozitivnih+broj stvarno negativnih

broj stvarno pozitivnih + broj stvarno negativnih + broj lazno negativnih+ broj lazno pozitivnih

broj stvarno pozitivnih

PPV =

broj stvarno pozitivnih +broj lazno pozitivnih

broj stvarno negativnih

NPV =

broj stvarno negativnih+broj laino negativnih

Za usporedbu ove dvije kvalitativne metode koriSten je 1 Cohenov kapa koeficijent, koji
pokazuje u kojoj ¢e se mjeri slagati procjene dviju metoda kada one procjenjuju isti analit. Kako
bi se izra¢unao Cohenov kapa koeficijent potrebno je napraviti kontingencijsku 2x2 tablicu koja

prikazuje broj pozitivnih 1 negativnih rezultata za svaku metodu.
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Tablica 2. Primjer kontingencijske tablice

Ocjenjivac 2

Ocjenjivac 1 1 0 Ukupno
| ni ni nj.
0 ny; Ny n.
Ukupno n, n; N

Cohenov kapa koeficijent se izraCunava prema sljedecoj formuli:

_ bo—pe
 1-—pe

gdje su po (p nula) postotno slaganje, a p o¢ekivano slaganja, koja se racunaju na sljede¢i nacin:

_ n11+n22
po N

_ nlnl+n2.n2.
Pe = Nz
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4. Rezultati

U Tablici 2. su prikazani rezultati dokazivanja asijalotransferina u uzorcima sa sumnjom na
istjecanje CSF-a. Analiza je napravljena u 27 uzoraka od kojih se samo u jednom nije mogla
jasno odrediti prisutnost ili odsustvo asijalotransferina, stoga uzorak tog pacijenta nije ukljucen
u izracun osjetljivosti, specificnosti i tocnosti. Vazno je napomenuti da su ovakvi uzorci

specificni 1 nisu Cesti u dnevnoj rutini Sto objasSnjava njihov ograniceni broj.

Od ukupno 26 uzoraka u kojima je bilo moguce definitivno odrediti prisutnost asijalotransferina
16 je bilo pozitivno i 10 negativno odredeno in-house metodom, a 17 pozitivno te 9 negativno
Sebia metodom. Vidimo da je neslaganje u analizi izmedu dvije metode samo kod jednog
uzorka pacijenta. U sljedecoj tablici prikazani su rezultati analiza i pridruzene klinicke slike

pacijenata.

Tablica 3. Rezultati dokazivanja asijalotransferina dvjema metodama: in-house metodom i

metodom proizvodaca Sebia

In-
Sebia Klinicki podaci
house
E.F. 1 1 nazorinolikvoreja
M.N. 1 1 rinolikvoreja
Z.S. 1 1 istjecanje iz rane nakon operacije
negativan - sumnja nakon traume
K.M. 0 0
zbog prometne nesrece
M.M. 0 0 negativna - prehlada COVID
rinolikvoreja nastala zbog
E.K. 1 1 dehiscencije lateralne kosStane
pregrade sfenoidnog sinusa
kranionazalna fistula -
T.M. 1 1
nazolikvoreja
prometna nesreca - fraktura baze
S.F. 1 1 o ‘
lubanje- likvoreja
K.D. 0 1 otitis Pseudomonas aeurog.
rinolikvoreja — vazomotorni 1
J.T. 1 1

alergijski rinitis
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K.S.

S.P.

S.0.
S.S.

M.K.

LK.

I.M.

N.G.

P.L.
LJ.
A.B.

N.M.

S.0.

V.C.

T.T.

S.K.

0,5

0,5

subarahnoidalno krvarenje
negativan —
Folikularni/nodularni/non-
Hodgkinov limfom velikih stanica
negativna - rinoreja
rinolikvoreja - encefalokela
negativan - rinoreja
negativan - poslije operacije
paranazalnih sinusa
negativan - rinoreja
rinolikvoreja
rinolikvoreja
postoperacijska rinolikvoreja
kronicki sinusitis
rinolikvoreja - trauma glave
rinoreja
pozitivan - prometna
nesreca,postavljena nazogastricna
sonda
rinolikvoreja - defekt lamine
cribrose
likvoreja - operacija tumora
spinalnog kanala

alergijski rinitis

Rezultati ocijenjeni s 1 oznacavaju pozitivan rezultat, oni s 0 negativan rezultat dok kod rezultat

ocijenjenog s 0,5 nije bilo moguce jasno ocijeniti kao pozitivan ili negativan.
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Slika 7. Primjer rezultata dobivenog in-house metodom, €iji rezultat nije jasno pozitivan ni

negativan (oznaceno crnim strjelicama)

Slika 8. Primjer rezultata dobivenog Sebia komercijalnom metodom, ¢iji rezultat nije jasno

pozitivan ni negativan (oznaceno crnim strjelicama)
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Na Slikama 9. i 10. nalaze se primjeri pozitivnog i negativnog rezultata in-house metode

dokazivanja asijalotransferina.

Slika 9 : Pozitivan nalaz asijalotransferina dobiven pomoc¢u in-house metode
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Slika 10. Negativan rezultat asijalotransferina dobiven pomocu in-house metode

Na slikama u nastavku su prikazani neki rezultati analize prisutnosti asijalotransferina u
ispitivanim uzorcima Sebia metodom (vizualni pregled + denzitometrija). Na Slikama 111 12
je primjer pozitivnog nalaza, dok je na Slikama 13 i 14 primjer negativnog nalaza

asijalotransferina.
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Slika 11. Pozitivan nalaz asijalotransferina u sekretu iz nosa (uzorak oznacen strelicom).

Vizualni pregled gela nakon elektroforetskog razdvajanja Sebia metodom

2-sialo: 9.8
0-sialo: 12,1
R= 0-sialo/2-sialo = 1,2

Slika 12. Denzitometrijski prikaz nalaza asijalotransferina iz sekreta nosa nakon

elektroforetskog razdvajanja metodom Sebia: pozitivan nalaz
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Slika 13. Negativan nalaz asijalotransferina u sekretu iz nosa (uzorak oznacen strelicom).

Vizualni pregled gela nakon elektroforetskog razdvajanja Sebia metodom

Slika 14. Denzitometrijski prikaz nalaza asijalotransferina iz sekreta nosa nakon

elektroforetskog razdvajanja metodom Sebia: negativan nalaz

U Tablici 4 su prikazani rezultati analize asijalotransferina u ispitivanim uzorcima in-house

metodom i komercijalnom metodom proizvodaca Sebia.
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Tablica 4. Usporedba rezultata dokazivanja asijalotransferina dvjema metodama

TP TN FP FN
In-house
16 10 0 0
metoda
Sebia 16 9 1 0

TP: stvarno pozitivni; TN: stvarno negativni; FP: lazno pozitivni i FN: lazno negativni rezultati

IzraCunate vrijednosti osjetljivosti, specifi¢nosti, to¢nosti, pozitivne i negativne prediktivnih

vrijednosti prikazane su u Tablici 5.

Tablica 5. Izracunate vrijednosti osjetljivosti, specificnosti, to¢nosti, PPV i NPV dviju metoda

osjetljivost specificnost  to¢nost PPV NPV
in-house 100,00% 100,00% 100,00% = 100,00% = 100,00%
sebia 100,00% 90,00% 96,15% = 94,12%  100,00%

Za usporedbu dviju kvalitativnih metoda koriSten je Cohenov kappa koeficijent kojim se
prikazuje u kojoj se mjeri slazu procjene ispitivata (metoda/analizatora/ispitivaca) kada
procjenjuju istu varijablu. Za izratun Cohenovog kappa koeficijenta napravljena je
kontingencijska tablica koja prikazuje broj slaganja i neslaganja izmedu dvije metode. Rezultati

su prikazani u Tablici 6.

Tablica 6. Kontingencijska tablica — usporedba dviju metoda

In-house In-house
o ) ukupno
pozitivan negativan
Sebia
o 16 1 17
pozitivan
Sebia
) 0 9 9
negativan
ukupno 16 10 26
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Vrijednosti postotnog, o¢ekivanog slaganja i Cohenovog koeficijenta iznose:

po=0,9615, pe=0,5355, k = 0,917
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5. Rasprava

Likvoreja predstavlja ozbiljan rizik za pacijenta kojem joS nije dijagnosticirana,
prvenstveno zbog potencijalnog razvoja infekcije. Cak i uz biokemijske analize sekreta
u kombinaciji sa slikovnim tehnikama, potvrda likvoreje, tocna i precizna lokalizacija
istjecanja te odabir odgovarajuceg lijeCenja predstavljaju i danas izazov za zdravstveno
osoblje. Razvojem novih metoda i tehnologija klini¢arima se olakSava rana dijagnostika
ovog stanja. Vazno je pri tome to¢no ocijeniti performanse novih metoda u usporedbi sa
starim, biti svjestan svih moguénosti 1 ograni¢enja metode te pri tumacenju rezultata
znati sve klini¢ke podatke o pacijentu kako ne bi doslo do pogreske.

Elektroforetske metode za kvalitativno odredivanje asijalotransferina omoguéavaju
nam neinvazivan, siguran i pouzdan pristup prilikom utvrdivanja prisutnosti
potencijalnog istjecanja likvora. Karakterizira ih visoka osjetljivost 1 visoka
specifi¢nost, no laboratorijski stru¢njak treba biti svjestan njihovih ogranicenja i
potencijalnih interferencija.

Problem koji moze utjecati na interpretaciju je loSe odbojavanje gela nakon
elektroforeze zbog kojeg se rezultat ne moZze jasno protumaciti, kao Sto je prikazano na
slici 7, ili razvoj izrazitog Zutog obojenja, koje je vidljivo na slici 10.

U slucajevima loSeg odbojavanja gela (prisutnost jedne velike vrpce ili cijeli gel li¢i na
,,srebrno zrcalo*) uzrok su najcesce necistoce na staklenoj ploci koja se koristi za izradu
gela. Ako je necistoc¢a u obliku otisku prsta, preporuca se koriStenje rukavica bez prasSka
te da se manipulacija s gelom smanji na minimum. U sluc¢aju Zutog pozadinskog
obojenja, potrebno je pripremiti novu otopinu tiosulfata (Chavallet i sur., 2006).

U ovom istrazivanju usporedene su dvije metode kvalitativnog odredivanja
asijalotransferina u svrhu potvrde prisutnosti istjecanja likvora; in-house metoda i
metoda koja koristi komercijalno dostupan Sebia test, spreman za uporabu.

Rezultati su pokazali kako obje metode imaju istu visoku osjetljivost od 100 %. In-
house metoda u ostalim kategorijama predvodi; ima bolju specifi¢nost, tocnost,
pozitivnu 1 negativnu prediktivnu vrijednost. Vidljivo da se ta razlika, kao 1 razlike u
tocnosti, pozitivnoj 1 negativnoj prediktivnoj vrijednosti mogu objasniti s jedinim
neslaganjem u interpretaciji kod pacijenta koji je imao otitis uzorkovan infekcijom
Pseudomonas aeuruginosa, a nije mu potvrdeno istjecanje likvora.

Moguce objasnjenje za ovakav lazno pozitivan rezultata je taj da mnoge bakterije,

posebice one koje su respiratorni patogeni poput Hemophilus influenzae, Streptococcus
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pneumoniae 1 Pseudomonas aeruginosa, sadrze neuraminidaze koje mogu cijepati
sijalinske kiseline s glikokonjugata (Soong i sur., 2006).

Warnecke 1 sur. (2004) prijavili su u svojem radu lazno pozitivan rezultat kod pacijenta
koji je imao kroni¢ni sinusitis. Uzorak je bio zelene boje te kontaminiran s bakterijama
koje sadrze neuroaminidazu. Neuroaminidaza je ,,umjetno* desijalirala izoforme
transferina, zbog Cega je dobiven lazno pozitivan rezultat. Slikovnim tehnikama je
iskljucena likvoreja. Autori napominju kako je za izbjegavanje pogreSnog tumacenja
rezultata potrebno imati jasne klinicke informacije o svakom pacijentu.

Coehenov kapa koeficijent dvije metode je visok te iznosi 0,917, $to pokazuje blisko
slaganje ove dvije metode kada procjenjuju istu varijablu, asijalotransferin. Kapa
statistika bila bi to¢nija da je bilo moguce analizirati ve¢i broj uzoraka, medutim ovakvi
specifi¢ni uzorci rijetki su, te se istrazivanje napravilo s najveéim mogucim brojem
uzoraka koji su bili pohranjeni kroz dulji vremenski period. Ovim istrazivanjem
provedenim na ukupno dvadeset i sedam uzoraka nije utvrdena znacajna razlika u
dobivenim rezultatima izmedu dvije ispitivane metode.

Prednost in-house metode bila bi ta §to je specifi¢nija, to¢nija i ima bolju pozitivnu i
negativnu prediktivnu vrijednost, dok metoda proizvodaca Sebia traje krace, a gelovi i
reagensi za elektroforetsko razdvajanje su standardizirani i odmah spremni za upotrebu.
Na kraju, za ispravnu interpretaciju rezultata svake pretrage pa tako i za dokazivanje
likvoreje izuzetno je vazna komunikacija izmedu medicinskog biokemicara i klini¢ara

kako bi pacijent dobio $to bolju njegu 1 izbjegao produljeni boravak u bolnici.
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6. Zakljudci

e Ne postoji znaCajna razlika izmedu kvalitativnog dokazivanja asijalotransferina u
sekretima in-house metodom i1 komercijalnom metodom proizvodaca Sebia. Cohenov
koeficijent slaganja izmedu dvije metode iznosi 0,917.

e Obje metode imaju jednako visoku osjetljivost (100%), no in-house metoda ima bolju
specificnost, to¢nost, pozitivnu i negativnu prediktivnu vrijednost

e Za ispravnu interpretaciju rezultata uvijek je uz dobiveni rezultat kvalitativnog
odredivanja asijalotransferina potrebno poznavati klini¢ku sliku jer su lazno negativni i
laZno pozitivni rezultati moguci

e Dobra komunikacija izmedu medicinskog biokemicara i klini¢ara izuzetno je vazna za

osiguravanje najbolje moguce njege za pacijenta

36



7. Popis kratica, oznaka i simbola

Asn — asparagin

CSF — cerebrospinalna tekuéina

CT — kompjuterizirana tomografija

CVF — centralna venozna fistula

EBP — eoiduralna krvna zakrpa

EVD - vanjska vetrikularna drenaza

HPLC — teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
HRCT — kompjuterizirana tomografija visoke rezolucije
ICP — intrakranijalni tlak

IF — intratekalni fluorescein

ITH — idiopatska intrakranijalna hipertenzija

MR — magnetska rezonanca

MRI — oslikavanje magnetskom rezonancom

OTC — over the counter

SDS-PAGE — natrij dodecilsulfat — poliakrilamid gel elektroforeza

SZS — sredi$nji ziv€ani sustav
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9. SaZetak/Summary

Likvoreja je stanje u kojem cerebrospinalna tekucina istjeCe kroz oSte¢enje u duri
mater, vanjskoj ovojnici koja S§titi srediSnji ziv€ani sustav. Likvoreja moze imati
ozbiljne posljedice, ukljuCujuéi infekcije poput meningitisa, te utjeCe na funkciju
mozga zbog gubitka potpore. Glavni cilj rada bio je usporediti dvije metode za
kvalitativno odredivanje asijalotransferina, biokemijskog biljega likvoreje, u uzorcima
sekreta. Asijalotransferin se sintetizira u SZS-u i normalno je prisutan u likvoru, a

njegovo kvalitativno odredivanje u sekretu pomaze u dijagnosticiranju likvoreje.

U istrazivanju su koriStene in-house metoda i komercijalni test proizvodaca Sebia. In-
house metoda pokazala se specificnijom i1 to¢nijom, ali Sebia metoda je brza i
prakti¢nija. Obje metode pokazale su visoku osjetljivost (100%), dok je in-house
metoda imala bolju specificnost i tocnost. Istrazivanje je takoder ukazalo na moguénost
laZzno pozitivnih rezultata zbog prisutnosti bakterija koje mogu cijepati sijalinske

kiseline te tako interferirati s testom.

Rezultati istraZivanja su dokazali da nema znacajne razlike u osjetljivosti izmedu dvije
metode, stoga se obje metode mogu istovremeno koristiti u rutinskom laboratorijskom

radu.

Cerebrospinal fluid (CSF) leakage represents a condition where cerebrospinal fluid
escapes through a tear in the dura mater, the outer membrane that protects the central
nervous system. CSF leakage can have serious consequences, including infections like
meningitis, and it can affect brain function due to the loss of support. The main aim of
the thesis was to compare two methods for the qualitative determination of
asialotransferrin, a biochemical marker of CSF, in fluid samples. Asialotransferrin is

specific to cerebrospinal fluid, and its detection aids in diagnosing CSF leakage.

The study utilized an in-house method and a commercial test from the manufacturer
Sebia. The in-house method proved to be more specific and accurate, while the Sebia
method was faster and more practical. Both methods demonstrated high sensitivity
(100%), but the in-house method had better specificity and accuracy. The research also
highlighted the potential for false-positive results due to the presence of bacteria that

can interfere with the test.
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It was concluded that there is no significant difference in sensitivity between the two
methods, though the in-house method is more precise. The authors emphasize the
importance of using the patient's clinical picture for accurate interpretation of results,
as well as the need for imaging techniques to localize the site of leakage and enable

timely treatment.
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