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1. UVOD

Laboratorijska medicina je dejavnost, ki s kemi¢nimi in biokemi¢nimi parametri preucuje
etiopatogenetske vzroke nastanka bolezni in evolucijo oziroma razvoj bolezni. S kvalitativno
in kvantitatvno analizo bioloSkega vzorca (kri, serum, plazma, urin, likvor, blato, punktati
telesnih votlin, znoj, plodovnica, solze, tkiva...) pridobiva diagnosti¢ne in prognosti¢ne
informacije, spremlja ucinke terapije, v dolo¢enih primerih pa so rezultati tudi plod raziskav
in razvoja, npr. protokoli za preizkuSanje novih zdravil.

Za to potrebujemo ustrezne analitske tehnike, aparature in standardne postopke. V prvi vrsti
moramo vedeti, kaj v bioloSkem vzorcu merimo, torej, kaj je analit. Poznati moramo natan¢no
njegov metabolizem, kemijske interakcije ter morebitne zunanje vplive, ki lahko vplivajo na
rezultat. Da lahko zanesljivo oddajamo laboratorijske rezultate, moramo skrbno poznati vse
korake, ki lahko kakorkoli spremenijo pravilnost rezultata:

- predanaliti¢na faza: pravilno naroCilo zdravnika, odvzem bioloSkega materiala,
ustrezen bioloSki material, identifikacija pacienta in bioloSkega vzorca, transport;

- analiticna faza: predpriprava vzorca (centrifugiranje, red¢enje, zamrzovanje), izbira
analitske tehnike, laboratorijski inventar (plastiCne epruvete, pipete, nastavki za
pipete), kontrola kakovosti — ponovljivost in pravilnost, obcutljivost in specifi¢nost;

- postanaliticna faza: pravoCasna dostava rezultatov do naroCnika, interpretacija
rezultatov, informiranje naroc¢nika ob izjemno izstopajocih in dvomljivih vrednostih.

Analitsko tehniko laboratorij izbere na podlagi ve¢ parametrov: zvrst analita (ion, beljakovina,
metabolit, zdravilo...), koncentracijsko obmocje — obcutljivost metode, Stevilo testov,
ravnanje z aparaturo, bliZina sosednjih laboratorijev, ustreznost prostorov in navsezadnje
velik del prispeva tudi sama cena.

Na trzi§¢éu je na razpolago ogromno raznovrstnih analitskih tehnik. Zelja laboratorijskih
strokovnjakov in naro¢nikov preiskav je, da bi bile tehnike za posamezen analit ¢im bolj
primerljive.

Prvi korak je Ze v teku, saj morajo vsi medicinski laboratoriji na podro¢ju Republike
Slovenije delovati v skladu s Pravilnikom o pogojih, ki jih morajo izpolnjevati laboratoriji za
izvajanje preiskav na podrocju laboratorijske medicine (Ur.l. RS, §t. 64/2004).

Drugi korak pa je uporaba zdrave pameti. Potrebno je ugotoviti, katere analitske tehnike so
umestne v laboratorijih na posameznih nivojih zdravstva. Uporaba ustrezne analitske tehnike
je odvisna od Stevila narocil in izkuSenj analitika, ki jih je ob manjSem naroc€ilu bistveno
manj.

V naslednjih poglavjih so opisane le najbolj uporabljene analitske tehnike v laboratorijih
klinicne kemije. Na predavanju bo predstavljena uporaba analitskih tehnik s prakti¢nimi
primeri iz vsakdanje rutine.

2. RAZVOJ ANALITSKIH TEHNIK V LABORATORIJSKI MEDICINI

TisocCletja nazaj so Ze t.i. zdravilci »analizirali« urin pacientov na podlagi organolepti¢nega
pregleda: koli¢ina, obarvanost, vonj, struktura, okus. Skozi stoletja so se razvijala posamezna
podrocja, nastajali so tudi manj$i laboratoriji za analizo bioloSkih vzorcev. Takratne metode
so temeljile na principu volumetrije, gravimetrije in stoletja znane organolepti¢ne in fizikalne
preiskave, npr. ekstrakcija, obarjanje, ki so se uporabljale nekako Se v zacetku 20. stoletja. Za
analizo je bila potrebna ogromna koli¢ina bioloSkega materiala (2, 3).

Ce samo pregledamo zadnjih 20, 25 let, vidimo, da se je krvni odvzem iz odprtega sistema
preoblikoval v varnejS$i zaprt, vakuumski sistem. Volumen, ki je bil odvzet z odprtim
sistemom, je bil v primerjavi z dana$njim odvzemom ogromen. Da ne govorimo o varnosti




pred okuzbo! 1z enostavnih enokanalnih spektrofometrov so se razvili moderni, tehnolosko
dovrSeni multikanalni biokemicni analizatorji. Ti analizatorji so se v zadnjih 10, 15 letih
pojavili v popolnoma avtomatizirani izvedbi, kjer se lahko samodejno opravi tudi vecji del
predanalitike in postanalitike, t.i. avtomatizirane linije (slika 1).
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Slika 1: Shematski prikaz avtomatizirane linije in racunalniska (informacijska) povezljivost

Zacetek imunokemije sega v leto okoli 1950. Od takrat nenehoma nastajajo nove izvedbe
analitskih tehnik na tem podrocju, kjer lahko specificno merimo izredno nizke koncentracije
analitov (imunoencimski testi — EIA, ELISA, radioimunski test — RIA, fluorescentno
polarizacijski imunski test — FPIA in Se vrsta drugih testov).

Razvoj novih tehnik na podro¢ju molekularne diagnostike odpira posebno poglavje, Cigar
rezultati bodo v pomo¢€ pri dolo¢anju osnovnih biokemi¢nih, hematoloskih in imunokemic¢nih
parametrov.

Podroc¢je masne spektrometrije (MS) in njene sklopitve s separacijskimi tehnikami (HPLC-
MS, HPLC-MS/MS, GC-MS, CE-MS ...) odpira novo dimenzijo v laboratorijski medicini —
proteomika, lipidomika, metabolomika, genomika itd. Laboratoriji ¢edalje bolj uporabljajo to
novo pridobljeno tehniko v rutini, v analizi zdravil in drog, beljakovin in beljakovinskih
frakcij, lipidov in lipidnih frakcij, organskih kislin, v dihalnih testih za ugotavljanje okuzbe z
bakterijo Helicobacter pylori... .

Tehnika »lab-on-chip«, je podro€je, ki se v zadnjem casu zelo hitro razvija. Tehnike
molekularne diagnostike, imunokemijske, spektroskopske, elektrokemijske tehnike se
zdruZujejo na eni sami plos¢ici. Analiza poteka v mikrookolju z izredno majhnimi koli¢inami
bioloSkega vzorca. Ponavadi ena sama plos¢ica predstavlja panel za posamezno obolenje ali
cel sklop obolenj, kot so srénoZilna, $€itni¢na, respiratorna obolenja, tumorski oznacevalci itd.
Iz ugotovljenega sledi, da gre razvoj inStrumentov v smeri avtomatizacije ob uporabi
racunalnikov, ki pri tem nudijo skoraj neomejene moZnosti uporabe (3).

Kljub vsej avtomatizaciji in spektakularnemu razvoju na koncu odlo¢a clovek. Ekspertni
sistemi, ki so skupek baze (pre)Stevilnih rezultatov analiz na eni strani in znanja ter izkuSenj
znanstvenikov, strokovnjakov na drugi, bodo imeli v prihodnosti ¢edalje vidnejSo vlogo.

Zato ni bojazni, da podro¢je laboratorijske medicine izgublja svoje mesto, temvecC je ravno
obratno. Cim veé rezultatov bo na voljo, tem ve¢ dela bomo imeli z njihovo interpretacijo.
Spremeniti se bo moral le na§ pristop.




3. ANALITSKE TEHNIKE

3.1. SPEKTROSKOPSKE TEHNIKE

Pri fotometri¢nih tehnikah merimo koli¢ino svetlobe, ki pade na povrSino, oz. jakost
svetlobnega Zarka. Prvotno je veljalo, da s fotometri¢nim merjenjem dolo¢amo jakost svetlobe
ne glede na valovno dolZino, medtem ko spektrofotometrija meri jakost svetlobe pri dolo¢eni
valovni dolZini. Danes instrumente za merjenje opti¢nih lastnosti snovi imenujemo fotometri,
¢e za izolacijo dolo¢enega obmocja

optinega spektra uporabljajo filtre, in
spektrofotometri, ¢e imajo prizmo ali 1 -
uklonske mrezice za izbiro spektra. Ta 'ﬂ;' -
tehnologija je  vkljuena v  Stevilne G T Jeee ign b = m
avtomatske analizatorje, ki se uporabljajo v

kliniénih laboratorijih in merijo oddano,
prepusceno, absorbirano, sipano in odbito

T
svetlobo (2, 4). o
Svetlobna energija se prenaSa preko l || Un'.
elektromagnetnega valovanja, opisanega s . '

frekvenco in valovno dolzino. Svetlobo
sestavljajo visokoenergetski delci (fotoni),

i

Slika 1: Spekter elektromagnetnih valovanj:
kratki valovi (gama Zarki, x-Zarki, UV), vidni
spekter, dolgi valovi (IR, radiofrekvence).

katerih energija je obratno sorazmerna z Spekter, znan tudi kot spektralna gostota, je
valovno  dolzino. Ce se hoCe Zarek grafi¢ni prikaz palete barv, ko se bela svetloba
elektromagnetnega sevanja absorbirati, mora razprsi skozi prizmo in je opisana z jakostjo
imeti enako frekvenco, kot je rotacijska oz. svetlobe in mo¢i v odvisnosti od frekvence ali
vibracijska frekvenca atoma ali molekule, ki valovne dolZine.

jo zadane. Ko se energija absorbira v delec,

se elektroni vzbudijo in preidejo v viSje energetsko stanje (orbitalo). Vzbujeni elektron ob
prehodu nazaj v osnovno stanje sprosti energijo — seva svetlobo z znacilno valovno dolZino
4, 5).

3.1.1. Spektrofotometrija

Ko raztopino presvetlimo z Zarkom svetlobe, se le-ta absorbira, odbija ter prehaja skozi.
Koli¢ina prepuscene svetlobe je zato manjSa, kot je vpadna (zaetna) svetloba. Z matemati¢no
definicijo teh koli¢in opiSemo koncentracijo snovi raztopin, ki je premosorazmerna s koli¢ino
absorbirane svetlobe z doloceno valovno dolZino oz. obratnosorazmerna z logaritmom
prepuscene svetlobe (Beer-Lambertov zakon) (4, 5).

Obstajata dve glavni vrsti spektrofotometrov: z enojnim in dvojnim svetlobnim Zarkom.
Slednji primerja intenzivnost svetlobe med dvema potema (ena z referen¢no raztopino in
druga s testnim vzorcem). Enojni svetlobni spektrometri merijo relativno jakost vpadne in
izstopne svetlobe. Vsem spektrofotometrom pa so enotni sestavni deli: vir svetlobe (UV-,
vodikova-, devterijeva Zarnica), prizma, monokromator (izolira svetlobo Zelene valovne
dolzine ), uklonska mrezica, kiveta, detektor in racunalnik (4, 5).

Valovno dolZino svetlobe, s katero presvetlimo vzorec, izberemo glede na absorpcijski
spekter molekule, ki jo analiziramo. Obicajno izberemo valovno dolZino, pri kateri ima
molekula svoj absorpcijski maksimum. Ponavadi je izbrana valovna dolZina v vidnem spektru
(380-750 nm, ko barvo raztopine vidimo tudi s prostim oCesom). Za detekcijo organskih
spojin in zdravil izberemo ultravijolicno obmocje (200-380 nm), medtem ko za toksikoloske
analize in kvantitativno dolocanje posameznih sestavin v zmesi uporabljamo visoko
selektivno infrardeco spektrometrijo (750-2000 nm) (2).




Z razvojem racunalnikov in programov, ki razreSujejo zapletene formule, je bilo mogoce
postaviti algoritem za izracun koncentracije snovi v raztopini iz odbite (reflektirane) svetlobe,
t.i. suhe kemije. Tehniko refleksijske spektrometrije vgrajujejo v majhne rocne merilnike, kot
so npr. Citalci urinskih listicev in glukometri (2).
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Slika 3: Transmitanca (prepustnost Zarka skozi
teko€ino): I, — vpadni Zarek; Iy — prepusceni

Slika 4: Reflektanca (odbita svetloba s trdne
povrsine): Ip — vpadni Zarek; Iz — odbiti Zarek

Zarek. skozi plasti trdnega nosilca.

3.1.2. Plamenska fotometrija
Plamenski emisijski fotometer meri svetlobo, ki jo oddajajo vzbujeni elektroni, razprSeni v
plamenu. Elementi v plamenu ustvarijo znac¢ilno obarvan plamen pri jakostni stopnji, ki je
neposredno sorazmerna s koncentracijo atomov v raztopini. Ta tehnika se je neko¢ uporabljala
za dolo¢anje koncentracije elektrolitov (Na*, K", Li*) v serumu; danes se za to uporabljajo
ionsko selektivne elektrode (2).

3.1.3. Atomska absorpcijska spektrometrija

Atomska absorpcijska spektrometrija je emisijska tehnika, pri kateri vzbujen element ob
prehodu na niZje energetsko stanje oddaja energijo. Predhodno se analizirane molekule
atomizirajo v plamenu, tako da so atomi prisotni v nevzbujenem stanju. Votla katodna cev s
katodnim delom, narejenim iz materiala, ki ga analiziramo, sluZi za tvorbo svetlobe z valovno
dolZino, ki je specifi¢na za analiziran element. Ko svetloba iz katodne cevi doseZe plamen, v
katerem je preiskovani element v atomskem stanju, se svetloba absorbira, kar zaznamo kot
upad v signalu. Ta proces je t.i. atomska absorpcija (2, 4, 5).

Ta tehnika je 100-krat bolj obcutljiva od plamenske emisijske spektrofotometrije in visoko
specifi¢na zaradi uporabe istega elementa za tvorbo svetlobe v votli katodni cevi. V klini¢nih
laboratorijih se uporablja pri doloanju elementov v sledovih (aluminij, kalcij, baker, svinec,
krom, litij, magnezij in cink) (2).

3.1.4. Fluorimetrija

Fluorimetrija je tudi emisijska spektrometrija, pri kateri molekule spodbudimo s svetlobo
(obicajno UV); posledi¢no molekule fluorescirajo ali fosforescirajo. Elektroni absorbirane
energije ne oddajo takoj, ampak prehajajo preko dveh ali ve¢ vzbujenih stanj v osnovno
energetsko stanje. Oba izraza opredeljujeta fizikalni pojav luminiscence, s tem da
fluorescenca traja okoli 10 sekund, fosforescenca pa veliko dlje. Fluorescenca je direktno
proporcionalna s koncentracijo. Ta povezava je linearna, dokler ni koncentracija fluorofora
tako visoka, da sam vzorec absorbira vzburjajoco svetlobo. Dodatna slabost fluorimetrije
predstavlja obcutljivost na kontaminacijo reagentov in sprememb v okolju (pH, temperatura,
sprememba topila ...). Vendar je v primerjavi s spektrometrijo fluorimetrija bolj specifi¢na in
obcutljivejSa; meritev oddane fluorescence se meri neposredno, medtem ko se pri




spektrometriji meri razlika svetlobnega signala v absorbirani in prepu$ceni svetlobi, ki je pri
nizkih koncentracijah analita premajhna za natanc¢no analizo (2, 4, 5).

Fluorescen¢ne spojine uporabljamo kot oznacevalce v kemijskih reakcijah, ki jih proucujemo.
Obicajno se vezejo na nosilce (molekule, protitelesa, celice ...), ki jih dolo¢amo. Za analizo
vitaminov, encimov, beljakovin in nukleinskih kislin v bioloskih vzorcih se uporabljajo
fluorescen¢ni mikroskopi, laserski fluorimetri in preto¢ni citometri (2).

3.1.5. Kemiluminiscenca

Pri kemiluminiscenci se vzbujeno stanje tvori v kemicni reakciji (oksidacija luminola,
akridinskih estrov ali dioksetana). Za kemiluminiscentne reakcije je znacilno, da so hitre
(trajajo do 30 sekund), z dodatkom pospeSevalcev reakcij pa se intenziteta oddane svetlobe
lahko podaljSa (tudi do 30 min). Kemiluminiscenca je tehnika, s katero lahko dolo¢amo
koncentracije v pikomolih, je hitra z enostavno instrumentacijo (2, 5). Kemiluminiscentna
detekcija se najveckrat uporablja v imunokemic¢nih reakcijah (CLIA — chemiluminescence
enzyme immunoassay), pri spremljanju metabolnih poti in encimskih reakcij, v sistemih z
biooznacevalci ter v prihodnosti za spremljanje antimikrobne aktivnosti peroksidaznega
sistema v nevtrofilnih granulocitih (16).

3.2. ELEKTROKEMIJA

Elektrokemija je veja kemije, ki se ukvarja s kemijskimi reakcijami (prenosom elektronov), ki
potekajo med elektrodo in elektrolitom v raztopini. Elektroda je prevodnik iz kovine ali
grafita, ki omogoca stik z nekovinskim delom (polprevodnik, elektrolit ali vakuum) v
elektricnem tokokrogu. Referencne elektrode imajo konstanten potencial; obi¢ajno so to
kalomelova (Hg, HgCl,, KCl), srebrova (AgCl) in vodikova elektroda. Indikatorske elektrode
so kovinske (Ag, Cu, Hg, Cd, Pb). Njihov potencial je odvisen od aktivnosti kovinskih ionov
v raztopini; obi¢ajno se uporabljajo steklena (za doloCanje pH raztopin), ionska selektivna
membranska (za merjenje elektrolitov) in plinska elektroda (za dolo¢anje pCO,, p0O,...) (4, 5).
Elektricne lastnosti, ki jih opazujemo v raztopinah, so posledica prevodnosti
(konduktometrija) in sprememb dielektricne konstante. Te lastnosti povezujemo s
spremembami koncentracije opazovane zvrsti v raztopini (4, 5).

Elektrokemijska reakcija je lahko spontana (galvanski ¢len) ali pa je njen potek usmerjen s
pomocjo zunanje elektricne napetosti (z elektrolitsko celico). V klini¢ni biokemiji
uporabljamo elektrokemijske metode, pri katerih med elektrodama teCe tok
(elektrogravimetrija, kulometrija, polarografija, amperometrija), ali pa imamo sistem, ki je v
ravnoteZju (potenciometrija) (2, 5).

a. Potenciometrija meri razliko potenciala med dvema elektrodama (indikatorska in
referen¢na elektroda), ki sta potopljeni v raztopini ionov. V klini¢ni kemiji se uporabljata
direktna potenciometrija (ni vpliva na koncentracijo analita zaradi visoke koncentracije
beljakovin in/ali lipidov v serumu) in indirektna potenciometrija (merjenje aktivnosti
analita, ki je v izredno razredCenem sistemu enaka koncentraciji).

b. Voltametrija meri elektri¢ni tok v celici kot funkcijo potenciala, ki se sCasoma spreminja,
med delovno in referen¢no elektrodo.

c. Amperometrija meri tok, ki tece skozi elektrokemi¢no celico pri konstantnem potencialu
(plinska analiza krvi).

d. Kulometrija je tehnika za merjenje koliine elektricne energije (naboja), ki poteka med
dvema elektrodama v elektrokemicni celici.

e. Konduktometrija meri prevodnost elektricnega toka, ki teCe med dvema nepolariziranima
elektrodama (hematoloski analizatorji).
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Slika 5: Indirektna potenciometrija Slika 6: Direktna potenciometrija
Elektrokemicna celica je sestavljena iz dveh pol- Shematski prikaz in slika reakcijske ploscice z
celic, ki sta povezani z elektrolitskim klju¢em ion-selektivno elektrodo.

(namocen filtrirni papir, polprepustna membrana);
elektricni tok oz. pretok elektronov stece iz
elektrode z niZjo afiniteto do elektronov (anode)
proti katodi, kjer se sprostijo OH™ ioni. Namesto
da sta obe elektrodi potopljeni v dve raztopini, sta
lahko v enotni celici z raztopino, ki deluje kot
elektrolitski kljuc (5).

Voltametrija in amperometrija sta najbolj obcutljivi elektrokemijski tehniki (4). V klini¢no-
laboratorijski praksi se uporabljajo elektrokemicne reakcije za doloCanje elektrolitov, plinov v
krvi, teZkih kovin, metabolitov zdravil (2).

3.3. IMUNOKEMIJA

Temelj imunokemicnih tehnik je reakcija med protitelesom (Ab) in antigenom (Ag). Reagent
je lahko bodisi Ab bodisi Ag, odvisno, kaj analiziramo. Vezava med Ab in Ag je
nekovalentna, kar ne privede do kemi¢nih sprememb na nobeni od molekul. Sodelujejo lahko
ionske, vodikove, hidrofobne in van der Waalsove vezi. Imunokemicne tehnike so cenjene
zaradi visoke specificnosti reakcije in obcutljivosti (2). Kljub vsemu lahko prihaja do
navzkriznih reakcij, ki jih lahko zmanjSamo z razli¢nimi ucinki (ionska jakost in pH pufra,
dodatek specificnih omakal, inhibitorji, encimi itd.). Pri imunokemiji moramo biti predvsem
pozorni na razmerje med Ab in Ag v reakcijski meSanici, da pravilno interpretiramo rezultat
(slika 7). Imunokemicne tehnike uporabljamo na Stevilnih podro¢jih laboratorijske medicine
za dolocanje beljakovin v serumu, plazmi, urinu, likvorju, beljakovin iz celi¢nih organel,
protiteles proti virusom, zdravil, hormonov, protiteles proti DNK, za tipizacijo eritrocitov,
ugotavljanje uZivanja drog. Nekatere tehnike izvajamo samo kvalitativno, druge kvantitativno
(2, 4).

V 60 letih razvoja imunokemic¢nih tehnik so bile pripravljene Stevilne izpeljave od
imunoprecipitacijskih in aglutinacijskih tehnik, radialne imunodifuzije, imunoelektroforez, do
radioimunskih, encimoimunskih (EIA, ELISA), imunofluorescen¢nih tehnik itd. (2, 5). V
nadaljevanju bosta opisani le temeljni oz. najbolj uporabljeni tehniki v klini¢nih laboratorijih
— turbidimetrija in nefelometrija.
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Slika 7: Precipitacijska krivulja

Za vzorec imamo lahko pri enakem meritvenem signalu dve razlicni koncentraciji, npr. pravilna
koncentracija naSe spojine je koncentracija 2, vendar analizator odda koncentracijo 1. V laboratoriju
moramo zagotoviti, da vedno merimo v coni, kjer je prebitek protiteles, in ne v coni, kjer je prebitek
antigena (»antigen excess«). Nekateri proizvajalci resujejo prebitek antigena s predhodnim red¢enjem
(»predilution«).

3.3.1. Turbidimetrija

Turbidimetrija meri prepus¢eno svetlobo dolocene valovne dolZine, ki prehaja skozi
suspenzijo v reakcijski kiveti. PrepusS¢ena svetloba ni odvisna le od koncentracije spojine, ki
jo merimo, temve¢ tudi od velikosti delcev in motnosti vzorca, kar zmanjSuje obcutljivost
metode. Prav tako lahko kompleksi med seboj agregirajo, kar povzroci Se dodatno tezavo pri
analizi. Analize izvajamo najveckrat na spektrofotometru oz. biokemicnih analizatorjih, ki so
lahko del avtomatizirane linije. S to tehniko dolo¢amo beljakovine v serumu, urinu, likvorju
in drugih bioloskih vzorcih.

3.3.2. Nefelometrija

Nefelometrija meri odklon sipane svetlobe, ki je nastala po odboju na nastalih kompleksih
Ab-Ag v suspenziji reakcijske kivete. Sipanje svetlobe je odvisno od valovne dolZine vpadne
svetlobe in velikosti delcev (nastalega kompleksa). Za komplekse, katerih velikost je blizu ali
vecja od valovne dolZine, obcutljivost metode spreminjamo s prilagajanjem kota sipane
svetlobe. Nekateri nefelometri merijo sipano svetlobo tudi pri kotu 90°. Nefelometrijo
uporabljamo v laboratorijih klinicne kemije za doloCanje beljakovin v serumu, urinu in
likvorju.
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Slika 8: Shematski prikaz principa merjenja turbidimetrije in nefelometrije




3.4. KROMATOGRAFIJA

Kromatografija je skupina tehnik, ki se uporabljajo za loCevanje meSanic na osnovi razli¢nih
fizikalno-kemijskih interakcij med posameznimi spojinami in stacionarno fazo sistema.
Osnovna sestavina vsake kromatografske tehnike je mobilna — gibljiva faza, ki je lahko v
plinasti ali tekoci obliki in prenasa vzorec (ki je meSanica razli¢nih spojin) skozi stacionarno —
mirujoco fazo, ki je lahko v trdni ali tekoc¢i obliki (6).
Locitev temelji na razli¢ni porazdelitvi sestavin zmesi med dvema fazama. Pri potovanju
mobilne faze (vsebuje tudi iskani/e analit/e) skozi stacionarno fazo pride do porazdelitve
analita med njima. Do locitve pride zaradi razlik med lastnostmi sestavin (topnost, ionska
jakost, velikost molekul, hlapnost ...), ki se zato razlicno porazdelijo med stacionarno in
mobilno fazo. Na primer, ¢e ima analit vec¢jo afiniteto do stacionarne faze ali ¢e je manj topen
v mobilni fazi, bo dalj €asa potoval skozi kolono in obratno. Za detekcijo uporabljamo
razli¢ne detektorje, odvisno od mobilne in stacionarne faze ter od vrste analita, ki ga lo¢ujemo
(2, 3).
Kromatografijo lahko izvajamo na:

- papirju; stacionarna faza je papir,

- ploscah (steklo, plastika ...); stacionarna faza je v tanki plasti naprSena na plosci
(tenkoplastna kromatografija),
kolonah; kolone so polnjene s stacionarno fazo,
kapilarah; stacionarna faza je nanoSena na stene kapilare.

Glede na fizikalno-kemijske lastnosti analita poznamo naslednje tipe kromatografij.

- Adsorpcijska kromatografija
V to vrsto spadajo plinska (GC), tekocinska (LC), trdno-teko¢a kromatografija (LSC)
in tekocCinska kromatografija visoke loc¢ljivosti (HPLC). V primeru, da uporabimo kot
detektor masni spektrometer (MS), dobimo sklopitvene tehnike, ki so bolj obcutljive
in specificne od primarnih separacijskih tehnik. V laboratorijih klinicne kemije
najdemo Stevilne uporabne aplikacije (identifikacija in/ali kvantifikacija analita), kjer
se uporabljajo tovrstne tehnike. V slovenskih laboratorijih trenutno uporabljamo le
GC-MS za dolocanje vsebnosti organskih kislin v urinu. Pri teh analizah je smiselna
popolna avtomatizacija in veliko Stevilo vzorcev (2, 7).

- Porazdelitvena kromatografija
V to skupino spada tekoce-tekoca kromatografija (LLC). Kadar za detektor uporabimo
masni spektrometer, je tehnika uporabna za dolo¢anje steroidnih hormonov (6).

- lonsko-izmenjevalna kromatografija
Tovrstna tehnika je uporabna predvsem za lo¢evanje anorganskih ionov, aminoklislin,
hemoglobinskih variant, beljakovin, organskih molekul, ki lahko disocirajo na ione in
za pripravo deionizirane vode v laboratorijih (2, 6).

- Gelsko-izkljucitvena kromatografija
Tehnika je zelo razSirjena za ¢iS€enje in analizo sinteti¢nih in bioloSkih polimerov, kot
so beljakovine, polisaharidi in nukleinske kisline (2, 6).

- Afinitetna kromatografija

Vv W

Predvsem se uporablja za ¢iS€enje protiteles in krvnega seruma (2, 8).
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Slika 9: HPL.C — osnovne komponente (avtomatizirana oblika vsebuje kroZnik za vzorce)
3.5. ELEKTROFOREZA

Elektroforeza temelji na loCevanju elektricno nabitih delcev v raztopini elektrolita pod
vplivom elektri¢nega polja. Zaradi elektri¢nega polja potujejo nabiti delci z razli€no hitrostjo,
odvisno od naboja, proti anodi ali katodi. Z elektroforezo lo¢imo delce z razli¢nimi naboji kot
tudi delce z enakimi naboji, ¢e so razli¢ne velikosti ali oblike, ker nanje delujejo razli¢ne
zaviralne sile. Na elektroforezo vplivajo tudi izbrana podlaga (zamreZenost), ionska jakost,
pH, temperatura, ¢as in elektroendoosmoza (4, 5, 6).

V<¢asih se je kot nosilec uporabljal papir, kasneje pa so zaceli uporabljati druge nosilce, kot so
gel (Skrob, agaroza, agar, poliakrilamid) in celulozni acetat.

V praksi se v danasnjem ¢asu najveckrat uporablja elektroforezna tehnika na agaroznem gelu.

3.5.1. Elektroforeza na agaroznem gelu (AGE - Agarose Gel Electrophoresis)
Aparaturo, ki vsebuje katodo in anodo, priklju¢imo na elektri€no napetost, kar povzroci
gibanje nabitih molekul vzorca in pufra po nosilcu proti nasprotno nabiti elektrodi. Proti anodi
se najhitreje gibljejo molekule oz. delci z najbolj negativnim nabojem.

Molekule vzorca (beljakovine, lipoproteini, hemoglobini, encimi) se razdelijo na ve¢ frakcij
(lis) v razli¢ni oddaljenosti od izhodiS¢a. Frakcije postanejo vidne (obarvane) z dodatkom
razli¢nih snovi. Za mascobe se uporabljajo v maScobah topne barve, za encime se uporablja
primeren substrat itd. V praksi pride lahko do mnogih prekrivanj posameznih lis. Delez
posameznih sestavin (lis) dobimo tako, da izmerimo njihovo gostoto z denzitometrom.
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Slika 10: Prikaz lo¢evanja molekul iz zmesi zaradi naboja s pomocjo elektroforezne tehnike

»Denzitometer je specialen kolorimeter za odc¢itavanje lis na elektroforetskih trakovih.
Vsebuje izvor svetlobe, ki poslje svetlobni Zarek skozi filter na transparentni elektroforetski
trak. Ko gre svetlobni Zarek skozi liso, se ta na njej absorbira, prepuscena svetloba pa pade na




detektor (merimo absorbanco). Aparat zazna vse absorbance na posameznih delih lis in nariSe
graf. Denzitometer integrira povrSino pod vsakim maksimumom krivulje, tako da dobimo
relativne deleZe vsake frakcije. Ce je znana koncentracija celokupnih beljakovin, se
izraCunajo Se koncentracije posameznih beljakovinskih frakcij (g/L)« (3).
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Slika 11: Elektroferogram serumskih beljakovin in prikaz pretvorbe lis na gelu v krivuljo z
denzitometrom

Elektroforezo so sprva uporabljali le za locevanje beljakovin. Postopek je bil zapleten in
dolgotrajen. Kasneje so razvili elektroforezo za loCevanje drugih sestavin, npr. RNK in DNK,
postopki pa so postajali vse bolj avtomatizirani. V laboratorijski medicini uporabljamo
elektroforezo za loCevanje beljakovinskih frakcij seruma, likvorja in urina (elektroforeza
beljakovin, CDT), lipoproteinov (elektroforeza lipoproteinov), encimov in izoencimov
(ALKP, CK, LDH), hemoglobinov (K-Abnormalni hemoglobini, K-HbAc).

3.5.2. Elektroforeza na poliakrilamidnem gelu (PAGE) in SDS-PAGE elektroforeza
Elektroforeza PAGE je sorodna elektroforezi AGE, vendar je zamreZenost gela dosezena
kemic¢no. Akrilamid v prisotnosti radikalov polimerizira v polikarilamid.

Elektroforeza SDS-PAGE locuje beljakovine na osnovi molske mase. SDS — natrijev dodecil
sulfat nevtralizira beljakovinske naboje, zato je loCitev odvisna samo od velikosti molekule.
ManjSe molekule potujejo hitreje od vecjih.

Tovrstna izvedba v rutinskih laboratorijih klini€ne kemije ni zaZelena zaradi toksi¢nosti
akrilamida in dodatkov v gelu. Prav tako podatki o sami molski masi beljakovin na
dolocenem mestu gela nimajo prave informativne vrednosti, saj se na tem mestu lahko pojavi
veC beljakovin z enako molsko maso, npr. polimerizirane ali razpadle beljakovine, ki tako
motijo identifikacijo naSega analita (9, 10).

3.5.3. Izoelektri¢no fokusiranje (IEF)

»lzoelektricno fokusiranje se od klasi¢ne elektroforeze lo¢i po tem, da se ne izvaja v okolju z
enoznacno dolo¢enim pH, temve¢ v okolju, kjer je pH vrednost odvisna od poloZaja na gelu.
Obicajno se pH v gelu linearno spreminja od enega konca gela do drugega (linearni pH
gradient), lahko pa je sprememba gradienta pH tudi drugacna. Beljakovina v elektricnem
polju potuje toliko ¢asa, dokler ne dospe v podrocje gela, kjer je pH natan¢no enak vrednosti
njegove izoelektricne tocke (pI). Takrat postane Stevilo pozitivnih nabojev, ki jih beljakovina
nosi, enako Stevilu negativnih nabojev, navzven postane beljakovina elektricno nevtralna. Sila
elektriénega polja nanj ne deluje ve¢, zato v gelu obmiruje — se fokusira. Obcutljivost tehnike
se poveca, ¢e dolo¢en pH gradient pripravimo v daljSem gelu. V laboratorijih uporabljamo to




tehniko za doloCanje fenotipa alfa-1-antitripsina, oligoklonalnih frakcij v likvorju ali
transferina (diagnostika sindroma CDG)« (9).

3.5.4. Imunoelektroforeza, imunofiksacija (IF)

V slovenskih laboratorijih klini¢ne kemije imunoelektroforezo ne izvajamo Ze najmanj 20 let.
Nadomestila jo je enostavnejSa tehnika imunofiksacije za kvalitativno identifikacijo
monoklonskega zobca. Za doloc€itev zvrsti monoklonskega zobca sta potrebni dve stopnji. V
prvi stopnji izvedemo klasicno elektroforezo na agaroznem gelu, v drugi stopnji pa nanesemo
na mesta, kjer je potekla elektroforeza, specificna protitelesa. Protitelesa in antigen (v tem
primeru beljakovina iz vzorca) reagirata in kompleks je fiksiran v zamreZeni strukturi
agaroznega gela. Obarvamo in rezultat interpretiramo. Imunofiksacije nikoli ne izvajamo brez
predhodne elektroforeze beljakovin.

3.5.5. Kapilarna elektroforeza (CE)

Kapilarna elektroforeza temelji na osnovah klasi¢ne elektroforeze s to razliko, da se
komponente vzorca locijo v kapilari.

Kapilarna elektroforeza je doZivela pravi razcvet in danes predstavlja orodje, ki je
nepogresljivo v vsakem sodobnem laboratoriju. Uveljavila se je kot dobra alternativa
tekocinski kromatografiji visoke lo€ljivosti in daje z njo primerljive rezultate, hkrati pa za
analizo porabi manjSe volumne vzorcev in topil, je enostavna za uporabo in avtomatizirana.
Prvi¢ so jo uporabili v kliniéne namene za analizo serumskih beljakovin. S kapilarno
elektroforezo lahko analiziramo Sirok spekter vzorcev. Uporablja se za analize serumskih
beljakovin, za locitev razli¢nih vrst hemoglobina, za identifikacijo monoklonskih protiteles,
za analizo DNK (npr. za ugotavljanje Downovega sindroma), itd.

Glavna omejitev kapilarne elektroforeze je nizka meja detekcije, saj zaradi majhnega premera
kapilare in posledi¢no nizkega volumskega pretoka ne moremo uporabljati klasi¢nih
detektorjev, primernih za HPLC (3, 6, 10, 11). Obcutljivost in specifi¢nost tehnike se znatno
poveca, ko se CE sklopi z masnim spektrometrom kot detektorjem.

Slika 12: Shematski prikaz aparature kapilarne elektroforeze
3.6. OSMOMETRIJA

Osmometrija je metoda, s katero merimo Stevilo raztopljenih delcev (molekul, ionov) v
raztopini. Osmoza je proces, ki opisuje premik topila (vode) preko polprepustne membrane
zaradi razlike v osmotskem tlaku na obeh straneh membrane (4, 5, 12).

Pri opisu meritve elektrolitsko-teko€inskega ravnoteZja se uporabljata izraza osmolalnost in
osmolarnost. Med sabo se tehni¢no razlikujeta, vendar je njuna razlika pri opisu bioloskih
teko¢in minimalna zaradi nizke koncentracije topljencev v ekstracelularni tekocini.
Osmolalnost (z "€") je merilo za osmole (Osmol) topljenca na kilogram vode (Osmol/kg),




medtem ko je osmolarnost (z "r") opredeljena kot Stevilo osmolov topljenca v litru raztopine
(Osmol/L) (4, 5, 12).

Osmolalnost =2 ¢ -n- C
Enacba 1: Matemati¢na definicija osmolarnosti: ¢ — osmotski koeficient (eksperimentalno dolocen

faktor, ko molekule ne obstajajo v ionski obliki, kljub veliki razredCitvi); n — Stevilo raztopljenih
delcev (ionov) v raztopini; C — koncentracija topila v [mol/kg] (4).

Raztopina z vi§jo osmolalnostjo ima vecje Stevilo delcev in manj vode v volumenski enoti
raztopine (enacba 1). Zaradi spremembe Stevila raztopljenih delcev v raztopini se spremenijo
t.i. koligativne lastnosti (fizikalne lastnosti, ki so odvisne od mnoZinskega dela topljenca v
raztopini in ne od njegove kemijske narave): osmotski tlak (tlak, ki je potreben za preprecitev
aktivnega pretoka vode preko polprepustne membrane; minimalni tlak, ki je potreben za
odpravo osmoze), parni tlak (tlak pare snovi, ki je v ravnoteZju z njeno kondenzirano fazo; je
pokazatelj hitrosti izparevanja snovi in je povezan s tendenco delcev, da zapustijo tekoco ali
trdno fazo), temperatura vreliS¢a in temperatura zmrziS€a. Z osmometri dolo¢amo
osmolalnost raztopine posredno z merjenjem ene od koligativnih lastnosti, obicajno upada
temperature zmrzi$¢a ali parnega tlaka (2, 5).

K osmolalnosti seruma/plazme doprinesejo poleg natrijevih in kloridnih ionov (sta najbolj
Stevilna prosta delca v ekstracelularni tekocCini) tudi nizkomolekularne spojine: glukoza in
secnina (2, 5). Zato osmolalnost lahko tudi matemati¢no izraCunamo (enacba 2) (4).

Posn =2 x [Na'] + [glu] + [secnina]

Enacba 2: Matematicen izraun osmolalnosti plazme v [mOsm/kg]; [Na"] — koncentracija natrijevih
ionov v plazmi v mmol/L; [glu] — koncentracija glukoze v plazmi v mmol/L; [secnina] —
koncentracija se¢nine v plazmi v mmol/L (4).
Osmotska vrzel je razlika med izmerjeno in izra¢unano osmolalnostjo. Povecana je, ko so v
plazmi prisotni drugi osmotsko aktivni delci (npr. etanol, metanol, etilenglikol, visoke
koncentracije trigliceridov in beljakovin).

3.7. LABORATORIJSKI TESTI OB PREISKOVANCU

Laboratorijski testi ob preiskovancu (POCT - point-of-care testing) se nanaSajo na vsako
laboratorijsko analizo, ki se izvaja izven klini¢nega laboratorija. POCT je v zdravstveni
uporabi raz§irjen med zdravniS$kimi ambulantami, bolni$ni¢nimi oddelki, urgenco in enotami
intenzivne zdravstvene terapije. Najpogosteje se POCT uporabljajo pri samokontroli
koncentracije glukoze na domu, vendar so danes na trZiS€u tudi aparati za merjenje
hemoglobina, CRP, holesterola, nekaterih zdravil, oznaevalcev srénih obolenj,
koagulacijskih in mikrobioloskih testov. Uporaba POCT je v zdravstvu razSirjena zaradi hitre
razpoloZljivosti rezultata analize krvnega vzorca, manjSega Stevila predanaliti¢énih napak (npr.
niZzanje koncentracije glukoze zaradi nepravilnega transporta v laboratorij), potrebe po
majhnem volumnu vzorca za analizo (kaplja krvi) ter zaradi razmeroma enostavnega
upravljanja z merilniki (uporaba, primerna tudi za nelaboratorijsko osebje) (13).

POCT je osnovana na istih tehnikah, kot so laboratorijski instrumenti: spektrofotometrija,
elektrokemija, kromatografija. Zato pri POCT veljajo ista pravila in smernice glede
zagotavljanja kakovosti analiznega postopka kot v klini¢nih laboratorijih (kalibracija,
kontrole, izobraZevanje izvajalca) (5).

Prva generacija aparatov POCT je uporabljala reagente v suhi obliki, naneSene na polimernem
nosilcu. Barvni kompleks, ki nastane v reakciji med analitom v vzorcu in reagentom (npr. pri
sistemu za doloCanje glukoze: na testnem listicu so v suhi obliki naneSena peroksidaza in
glukoza-oksidaza; nastali H,O, daje v reakciji s peroksidazo barvni kompleks),
spektrofotometriéno detektiramo. Meritev intenzitete nastale barve, kot funkcije




koncentracije, poteka z refleksijsko spektrometrijo. Podobna tehnologija »na traku« je papirna
kromatografija, kjer na traku imobilizirana specificna protitelesa sluZijo za locitev analita
(beljakovin ali encimov; npr. troponin) od matriksa. Druga generacija aparatov POCT
uporablja biosenzorje, ki so sestavljeni iz biodetektorja (npr. encima, protitelesa,
nukleinskokislinske sonde), sklopljenega s pretvornikom za neposredno merjenje analita, kjer
ni potrebno lociti analita od matriksa. V zadnjih letih se je to podro¢je tehnologije Se bolj
razSirilo z razvojem izdelave mikrosilikonskih ¢ipov. Tako imamo lahko na istem nosilcu
vrsto razlicnih biosenzorjev na vectestnih ploS¢ah (npr. elektroliti). Danes imajo aparati
POCT poleg opti¢nega biosenzorja vgrajeno elektrokemic¢no tehnologijo (mikro-selektivne
elektrode) za meritve glukoze, elektrolitov, plinske analize. V prihodnosti bo mogoce z
imobilizacijo protiteles in specificnih DNK-sekvenc v biosenzorne sonde dolocati hormone,
zdravila, toksikomanogena sredstva ter bakterijske in virusne okuZzbe (npr. klamidija,
tuberkuloza, virus imunske oslabelosti) (5).

Prenos vzorca iz mesta
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absorpcijskem matriksu do Slika 13. Shematski prikaz biosenzorja v POCT.

aktivnega tekoCinskega

prenosa. Slednja tehnoloska resitev je najve¢ uporabna v sistemih, ki analizirajo vec
parametrov hkrati (npr. reakcijske celice za parametre plinske analize) ter doprinese k ve¢ji
obcutljivosti in specifi¢nosti in krajsSemu Casu analize (5).

3.8. MOLEKULARNA DIAGNOSTIKA

Molekularna diagnostika opredeljuje podrocje odkrivanja bolezni zaradi patogenih mutacij
DNK in/ali RNK. Dopolnjuje laboratorijske rezultate ter izsledke histopatoloskih preiskav in
drugih diagnosti¢nih podatkov v okviru diagnoze in spremljanja bolezni (odkritje vzroka,
nagnjenosti ali prenaSalcev); lahko daje tudi smernice za ustreznejSe in ucinkovitejSe
moznosti zdravljenja ter napovedi poteka bolezni. Najbolj se uporablja na podrocju druZinske
medicine, onkologije, ginekologije in porodniStva ter v sodni medicini. Molekularna
diagnostika zdruzuje laboratorijsko medicino z znanjem in tehnologijo molekularne genetike,
ki je v zadnjih desetih letih doZivela velike spremembe zaradi novih odkritij pri razumevanju
strukture in kemije nukleinskih kislin (2, 14).

Vsaka celica v CloveSkem telesu vsebuje informacijo za celo telo, zapisano v zaporedju
nukleinskih kislin in organizirano v 46 kromosomih. Cetrtina celotnega genoma sestavljajo
geni (predeli DNK, ki kodirajo zapis za eno polipeptidno ali RNK verigo). Cloveski genom je
sestavljen iz 30-35 tiso¢ genov, od katerih jih je do danes identificiranih le 10.000. Izmed teh
je le 100 genov, ki kodirajo beljakovine, katerih fiziolo§ka vloga je znana. Pomembno vlogo
pri odkrivanju genov, odgovornih za nagnjenost k nekaterim boleznim, je imel projekt
»humani genom« (15).

Spremembe v zaporedju nukleotidov (mutacije) prispevajo k nagnjenosti ali razvoju bolezni,
¢e je ta mutacija znotraj kodirajocih sekvenc gena (eksonov) in se tako lahko izrazi kot npr.
zmanjSana aktivnost ali napacno zvijanje beljakovine, ki jo mutirani gen kodira. Poleg
genskih mutacij (insercije, delecije, prerazporeditve) so lahko genske spremembe t.i.
polimorfizmi ter spremembe v koli¢ini in strukturi kromosomov (trisomije, translokacije,




duplikacije). Pri genetskih preiskavah najveckrat ugotavljamo gensko spremembo, ki jo
poznamo (znana sprememba nukleotidnega zaporedja odseka gena) (14, 15).
Tehnologije, ki se na tem podro¢ju uporabljajo so (14, 15):
- amplifikacijske (ojacevalne) tehnike: PCR-veriZna reakcija s polimerazo, LCR-veriZna
reakcija z ligazo, NASBA- ojacanje baznega zaporedja nukleinskih kislin;
- dolocanje zaporedja DNK;
- hibridizacije tehnike: Southern blot, Northen blot;
- elektroforezne metode: SSCP- konformacijski polimorfizmi enoverizne DNK, DGGE-
gelska elektroforeza z gradientom denaturanta;
- tehnologija rekombinantne DNK;
- tehnologija bio¢ipov: DNK-mikromreZza.
Vsem naStetim metodam je skupna zacetna faza izolacije DNK ali RNK iz bioloskega
materiala (z obarjanjem v etanolu ali izopropanolu, z ekstrakcijo s fenolom in kloroformom, z
ionskoizmenjevalno kromatografijo ali kolonami s silikagelsko membrano).

a. Reakcijo verizne polimerizacije (PCR-polimerase chain reaction) je razvil K. Mullis
1983. To je cikli¢en tristopenjski proces, pri katerem pomnoZimo izbrani odsek DNK
(slika 14). PCR v realnem casu (real time PCR) je posebna izvedba PCR, pri kateri s
pomocjo fluorescencnih barvil spremljamo koli¢ino nastajajocega produkta v teku
reakcije (14, 15).
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Slika 14. Shematski prikaz PCR: (1) — denaturacija DNK pri 94-96° C; (2) — prileganje
oligonukleotidnih zacetkov pri 40-60° C; (3) — podaljSevanje verige s termostabilno DNK-polimerazo
(P) pri 72° C; (4) — zakljucen prvi cikel, kjer novonastali dvojnovijacni DNK predstavljata Sablono za
naslednji cikel. V vsakem ciklu se Stevilo DNK podvoji.

b. Dolocanje nukleotidnega zaporedja DNK (DNA sequencing) je edina metoda analize
DNK, ki omogoca opredelitev to¢nega mesta in vrsto genske spremembe v DNK. Vse
ostale metode temeljijo na primerjavi lastnosti pacientove DNK z referenc¢no (slika 15)
(14, 15).
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Slika 15: Shematski prikaz ene od metod DNK-sekveniranja.




Molekularna diagnostika je pomembna zato, ker ima ve¢ kot 5.000 bolezni neposredno
genetski vzrok. Molekularno diagnosti¢ni testi imajo moZnost avtomatizacije, zato rezultate
lahko dobimo hitro, kar omogoca ucinkovitejSo oskrbo pacienta. Danes je razvoj tehnik
molekularne genetike usmerjen k odkrivanju infekcijskih bolezni in tumorjev (2).

4. KONTROLA KAKOVOSTI

Kontrola kakovosti je nepogresljiva pri izvajanju analitskih tehnik. Za nemoteno izvajanje
vseh postopkov je potrebno preverjanje z notranjo kontrolo, skladno z navodili proizvajalca,
in zunanjo kontrolo — medlaboratorijska primerjava ne glede na to, kje in kdo laboratorijske
preiskave opravlja.

5. ZAKLJUCEK

Medicina, laboratorijska medicina in razli¢na podroc¢ja tehnike in informatike se nenehoma
Sirijjo, spreminjajo in nadgrajujejo. Strokovnjaki bodo vseskozi pred novimi izzivi, kako
pripraviti obcutljivejSe in bolj specificne analitske tehnike predvsem za zgodnje odkrivanje
patofizioloskih procesov, ki bi v prihodnosti ¢loveka morebiti obvarovala pred (pre)bolecimi
posledicami. Znanje, ki ga posedujemo v tem trenutku, je dobra osnova za nadaljnji korak k
celovitej$i preventivi in zdravju vsakega posameznika.
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1. UVOD

V hematoloskem laboratoriju Oddelka za laboratorijsko diagnostiko UKC Maribor dnevno
analiziramo do 720 vzorcev periferne krvi na osnovne hematoloske parametre (kompletna
krvna slika). Ena tretjina (pribliZzno 250 vzorcev) izmed teh ima naroceno Se diferencialno
krvno sliko. Od tega pregledamo mikroskopsko do 50 razmazov periferne krvi. V
hematoloskem laboratoriju analiziramo tudi vzorce drugih telesnih tekocin (punktati, likvor).
Povprecno Sest vzorcev telesnih tekoc¢in na dan pregledamo organolepti¢no, prestejemo celice
in pregledamo sedimente teh vzorcev.

Zaradi pomanjkanja laboratorijskega kadra, velikega Stevila vzorcev, ki jih analiziramo, in
potrebe po krajSem casu analiticnega procesa, smo se v naSem laboratoriju odlocili za
avtomatizacijo procesa. Avtomatizacija postaja vedno bolj pomembna, saj povecuje
produktivnost in zmanjSuje moznost pojavljanja napak.

Na$ cilj je bil zagotoviti visoko pretocnost dela z minimalnim Stevilom laboratorijskih
delavcev in pri tem obdrzati ali celo nadgraditi kakovost opravljenega dela.

Kljub tem izpopolnjenim sistemom pa ostaja mikroskopski pregled krvnega razmaza Se vedno
pomembna preiskava v hematoloskih laboratorijih.

2. AVTOMATIZIRANI SISTEM ZA TRANSPORT IN ANALIZO HEMATOLOSKIH
VZORCEV

Avtomatizirani nacin transporta in analize vzorcev predstavlja samostojni pretok vzorcev med
aparati, ki jih analizirajo (kompletna krvna slika, diferencialna krvna slika, analiza vzorcev
telesnih teko€in), pripravljajo, barvajo in diferencirajo razmaze periferne krvi v skladu z
naSimi nastavitvami. Zakljuéni korak avtomatizacije je razvr§€anje vzorcev na logiCen in
enostaven nacin ter izloanje vzorcev krvi, ki so namenjeni drugim laboratorijem za druge
naroCene preiskave.

Delovanje celotnega sistema nadzoruje racunalniSki program, ki sprejme narocilo iz
laboratorijskega informacijskega sistema in ga usmerja na analizatorje. Po opravljeni
preiskavi rezultate usmeri v program za potrjevanje (validacijo) le teh. S procesom
(avto)validacije se pospesi pretok rezultatov do naro¢nika (oddelki, ambulante). Opisani nacin
dela olajSa analiziranje velikega Stevila vzorcev in skrajSa ¢as analitiénega procesa.

2.1. Elementi avtomatiziranega sistema
Elementi avtomatiziranega sistema so:
e Vstopni modul
¢ Hematoloski analizator
e Aparat za pripravljanje in barvanje razmazov periferne krvi
e Aparat za razvr§€anje vzorcev
e Aparat za avtomatizirano diferenciranje in razvr§¢anje digitalnega prikaza celic




3. MERITVENE METODE IN PARAMETRI

! Hematoloski analizatorji s fluorescentno preto¢no citometrijo zagotavljajo podrobno analizo

\ rdece in bele populacije krvnih celic.

| Uporabljamo 4 specifi¢ne meritvene metode. !

| ® Pretocna citometrija s semikonduktivnim laserjem pridobi informacije o velikosti celic |
(forward scattered light), celi¢ni vsebini (side scattered light) in vsebini nukleinskih |
kislin v celici (side fluoresence). Kombinacija teh informacij omogoca Stetje in |
diferenciranje levkocitov, normoblastov in retikulocitov. Lo¢imo 4 kanale s preto¢no
citometrijo (DIFF, WBC/BASO, NRBC in RET/PLT-O).

e Detekcijska metoda RF/DC (IMI kanal) omogoca hkratno doloCanje velikosti celic

! (direct current) in vsebine celice (radiofrequent current). Celice enake velikosti lo¢imo

| glede na velikost jedra in stopnjo granuliranosti celic.

\ e HF/DC (RBC/PLT) metoda hidrodinami¢nega fokusiranja omogoca Stetje eritrocitov |

| in trombocitov, ki v nosilni teko¢ini prehajajo skozi odprtino meritvene komore. V njej |
se posamezne celice opredelijo po velikosti glede na interakcijo s svetlobo (DC). \

e SLS Hemoglobinska metoda uporablja natrijev lauril sulfat (SLS) za dolocanje |
koncentracije hemoglobina v vzorcu. SLS lizira eritrocite ter z vezavo na hemoglobin
povzro¢i konformacijske spremembe hemoglobina in oksidacijo hema v skupino
hemin. Kompleks SLS-hemoglobin omogoca spektrofotometricno dolo€anje
koncentracije hemoglobina (535 in 560nm).

\ 1. Levkociti, normoblasti in retikulociti se dolo¢ajo s pomocjo preto¢ne citometrije in !

| semikonduktivnega laserja. \

2. Eritrociti in trombociti se dolo€ajo s pomoc¢jo tehnologije preto€ne citometrije in \
hidrodinami¢nega fokusiranja. |

3. Hemoglobin dolo¢amo s hemoglobinsko SLS metodo.

4. Nezrele celice (vkljucno s hematopoetsko celico) detektiramo in doloCamo v
kanalu IMI (temelji na detekcijski metodi RE/DC in kanalu DIFF, kjer se izvaja

! pretocna citometrija).

\ 3.1. Mozni nacini za analizo vzorcev periferne, kapilarne krvi in telesnih tekoc¢in !

| Analiza se lahko izvede na Sest moZnih nacinov : \

e manualni (ro¢ni), |

¢ “manual closed mode”, ki je enak sploSnemu manualnemu nacinu, vendar ni potrebno |
odstranjevati pokrova epruvete,

e “sampler closed mode” z avtomatskim meSanjem vzorca ter aspiriranjem vzorca brez
odstranjevanja pokrova epruvete,

e kapilarni nacin aspirira in red¢i vzorec v razmerju 1:5 s pomocjo reagenta za red¢enje;

! uporabljamo ga za analizo pediatri¢nih vzorcev, odvzetih iz prsta ali usesa,

| e HPC (periferna kri z antikoagulantom EDTA in popkovnica),




e nacin za analizo telesnih tekoc¢in - “body fluid mode”- nain za analizo materiala,

kadar je potrebno rocno odstraniti pokrov epruvete ter izvesti aspiriranje materiala
preko aspiracijske igle za polno kri.
Minimalna koli¢ina vzorca za posamezne nacine analize materiala je 200 pL.

3.2. Nacini analize vzorcev telesnih tekocin

Za analizo telesnih tekoCin uporabljamo “Body Fluid Mode” (BF) oziroma tehnologijo
pretoc¢ne citometrije ter metodo hidrodinami¢nega fokusiranja.

Dolocanje Stevil¢ne koncentracije levkocitov in dvodelne DKS (lo¢i mononuklearne celice od
polimorfonuklearnih) temelji na tehnologiji preto¢ne citometrije s semikonduktivnim laserjem
oziroma na uporabi fluoresecentnega barvila za nukleinske kisline celic in monoklonskih
protiteles s fluorescentnimi barvili za povrSinske oznacevalce celic (najpogosteje CDS).

Stetje eritrocitov temelji na detekcijski metodi DC — hidrodinamiénega fokusiranja. Steviléna
koncentracija eritrocitov je zelo pomembna za pravilno klini¢no interpretacijo rezultatov.
Ugotovili smo, da daje analizator zelo natan¢ne rezultate pri analizi vzorcev telesnih teko€in z
visokim Stevilom celic. Za vzorce z nizkim Stevilom celic je $e vedno metoda zlatega
standarda Stetje v Fuchs-Rosenthalovi komori. “Body fluid mode” detektira in Steje specificne
vrste celic (makrofage oz. monohistiocite, ependimske celice — epitelij subarahnoidnega
kanala, tumorske celice, siderofagocite) ter njihovo prisotnost oznaci kot pojav “High
Fluorescence Body Fluid”.

4. POTRJEVANJE (VALIDACIJA) REZULTATOV

Validacijo rezultatov izvajamo v posebnem programu “Extended IPU”.
V programu so definirana dovoljena odstopanja za vrednosti posameznih parametrov krvne
slike in sicer za:

e Stevil¢no koncentracijo levkocitov,

¢ koncentracijo hemoglobina,

® povprec¢no prostornino eritrocitov — MCV,

e Stevil¢no koncentracijo trombocitov,

¢ morfoloske spremembe v rdeci krvni sliki,

® pojav normoblastov ,

e diferencialno krvno sliko (absolutne, relativne vrednosti levkocitnih podvrst).
Analizator nas opozori, ¢e zazna nedovoljena odstopanja in ¢e zazna posebnosti v
diferencialni krvni sliki (alarmi): pomik v levo, patoloSki pomik v levo, prisotnost atipi¢nih
limfocitov, abnormalnih limfocitov/blastov, ipd.

V kolikor ni zgoraj naStetih odstopanj ali posebnih opozoril, se parametri v programu
avtovalidirajo. Avtovalidacija je samodejno posiljanje rezultatov v laboratorijskem
informacijskem sistemu na visji nivo potrjevanja in zato v tem primeru ukrep analitika ni
potreben.

V primeru enega ali ve¢ naStetih odstopanj oziroma posebnega opozorila mora rezultate
pregledati in validirati analitik. Ta pregled lahko pomeni zavrnitev vzorca zaradi




predanaliticne napake, ponovitev meritve, zahtevo za kontroliranje diferencialne krvne slike,
klic naro¢niku preiskave in podobno. Najpogostejsi ukrepi se nanaSajo na pojav trombocitnih
skupkov, trombocitopenijo, morfologijo levkocitov (pomik v levo, patoloSki pomik v levo,

prisotnost atipi¢nih limfocitov, abnormalnih limfocitov/blastov), oceno morfologije celic
(rdeca, bela krvna slika) in pregled znacilnosti v diferencialni krvni sliki (odstopanje deleza
posameznih vrst levkocitov).

Zaradi velikega deleza patoloSkih in strokovno zahtevnih vzorcev so priprava, barvanje in
mikroskopski pregled razmaza periferne krvi Se vedno velik del naSe vsakdanje prakse.

5. AVTOMATIZIRANI NACIN PRIPRAVE IN BARVANJA KRVNIH RAZMAZOV

Del avtomatiziranega sistema za transport in analizo hematoloskih vzorcev v nasem
laboratoriju vkljucuje tudi aparat, ki avtomatsko pripravi krvni razmaz iz kapilarne in venozne
krvi, odvzete z antikoagulantom K;EDTA.

Aparat aspirira 200 pl venskega vzorca in 60 pl kapilarnega vzorca krvi. Aparat pripravi
razmaz iz venske krvi samodejno, glede na izdelana in doloCena pravila kontrolnega
programa. Na aparatu lahko uporabimo tudi ,,manual mode*. Le ta omogoca aspiracijo krvi,
pripravo, suSenje, oznacevanje in barvanje razmaza z barvili po May-Grunwald Giemsi.
Uporabljamo izklju¢no kapilarne vzorce krvi, odvzete v mikrokolektorje Becton Dickinson.
Vsak laboratorij ima izdelane kriterije oziroma pravila, kdaj je potreben mikroskopski pregled
diferencialne krvne slike. V nasem laboratoriju ga izvedemo na osnovi odstopanja Stevil¢nih
vrednosti za posamezne celice, opozoril hematoloSkega analizatorja in zahtev s strani
naroCnika. Slovensko zdruZenje za klinicno kemijo je novembra leta 2011 izdalo knjizico
Priporoceni postopki za mikroskopski pregled krvnega razmaza, ki vsebuje jasno predpisana
merila, kdaj bi naj razmaze pregledali mikroskopsko.

Z upostevanjem vseh kriterijev, tako priporocCil za mikroskopski pregled razmaza periferne
krvi kot internih laboratorijskih pravil, aparat pripravi in barva krvni razmaz kadar je:
Steviléna koncentracija levkocitov pod 2x10°/L ali nad 25x10°/L,

Steviléna koncentracija nevtrofilcev pod 1x10°/L ali nad 20x10°/L,

Stevil¢na koncentracija limfocitov nad 5x109/L,

Stevil¢na koncentracija monocitov nad 1,5x109/L,

Stevil¢na koncentracija eozinofilcev nad 2X109/L,

Stevil¢na koncentracija bazofilcev nad O,5x109/L,

Stevil¢na koncentracija trombocitov pod 100x109/L ali nad 1000x10°/L,

v izpisu iz analizatorja opozorilo za spremenjene morfoloSke lastnosti eritrocitov,

v izpisu analizatorja opozorilo za agregate ali velike trombocite,
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10. v izpisu analizatorja opozorilo za neznacilne in nezrele levkocite.

Postopek avtomatizirane priprave in barvanja razmaza periferne krvi:
e C(italec &rtne kode na liniji (HST) odéita stojalo, v katerem so namesene epruvete z
vzorci krvi.
e C(italec ¢értne kode ob aparatu od¢ita kodo na posamezni epruveti krvi.
e Aparat epruveto premesa in aspirira vzorec krvi.




e Kapljico krvi prenese na objektno steklo in napravi razmaz krvi.

e Razmaz krvi po suSenju oznaci in barva z raztopinama May-Grunwald in Giemsa.
e Barvanje razmaza kot del avtomatiziranega sistema traja 23 minut.

Barvilo May-Grunwald ima v metanolu raztopljen eozin in metilensko modrilo. Barva
predvsem citoplazmo in njene sestavine, medtem ko obarva jedro neZno modro. Giemsa
vsebuje barvili eozin in azur. Jedra celic obarva vijoli¢no rdece, citoplazmo pa modro ali
rdeCe (odvisno od vrste celic).

Danes le redko ro¢no barvamo razmaze periferne krvi, saj z avtomatsko pripravo razmazov
dobimo konstantno kakovost izvedbe in barvanja razmaza.

Za avtomatizirano diferenciranje potrebujemo razmaze periferne krvi enakomerne debeline,
brez &rt, brazd, lukenj ali mehurckov. Poleg tega mora biti razmaz dolg vsaj 30 mm, ustrezno
oznacen in kvaliteto barvan. Aparat Sysmex SP 1000i izpolnjuje vse te zahteve.

6. SODOBNE TEHNIKE DIFERENCIRANJA KRVNIH RAZMAZOV Z UPORABO
AVTOMATIZIRANEGA SISTEMA

Tezava rocnega diferenciranja je v subjektivni oceni morfoloSkih znacilnosti krvnih celic, kar
privede do razlicnih rezultatov, zahteva pa tudi strokovno usposobljeno osebje. Sama
priprava, barvanje in diferenciranje krvnega razmaza zahtevajo veliko ¢asa. Da bi skrajsali
¢as, ki je potreben za diferenciranje krvnega razmaza periferne krvi, smo v naSem laboratoriju
dosegli veliko pridobitev z avtomatskim digitalnim morfoloSkim analizatorjem (CellaVision
DMO96).

6.1. SploSen opis sistema za avtomatizirano diferenciranje krvnih razmazov

6.1.1. Splosne funkcije sistema
e Sprejme informacije o narocilu iz laboratorijskega informacijskega sistema (LIS).
e PoiSce in prikaze slike vsake posamezne celice ali elementa, ki jih najde v razmazu.
e Shrani slike in rezultate v bazo podatkov.

6.1.2. Glavni deli sistema:
e racunalniSki sistem - racunalnik z operacijskim sistemom Microsoft Windows XP in
programsko opremo CellaVision DM96;
e enota za fotografiranje preparatov, ki vsebuje:
motoriziran mikroskop,
. barvno digitalno kamero,
enoto z imerzijskim oljem,

enoto za podajanje kaset,
krmilna enoto,

1
2
3
4. enoto za podajanje preparatov z bralnikom ¢rtnih kod,
5
6
7. ohisje.




6.1.3. Namembnost
Analizator samodejno naredi diferencialno krvno sliko periferne krvi (PB) in telesnih tekocin
(BF), klasificira levkocite, opiSe eritrocitno morfologijo in trombocite. Analizator se dobro

vkljuc¢i v vsak hematoloski delovni proces. Z zmogljivostjo med 35 in 40 razmazov na uro
omogoca visoko stopnjo avtomatizacije.

6.2. Aplikacija za periferno Kkri

Aplikacija za periferno kri (PB) je namenjena diferencialni sliki levkocitov, karakterizaciji
morfologije eritrocitov in oceni Stevila trombocitov.

Sistem samodejno poiSce in prikaZe slike krvnih celic v razmazih periferne krvi.
Laboratorijsko osebje identificira in preveri predlagano klasifikacijo vsake celice glede na
vrsto.

6.2.1. Klasifikacija levkocitov
Sistem klasificira levkocite v naslednje razrede:

e Segmentirani in pali€asti nevtrofilci, eozinofilci, bazofilci, limfociti, monociti, blastne
celice, promielociti, mielociti, metamielociti, atipi¢ni limfociti, plazma celice in
neprepoznavne celice.

e Obstaja moznost klasifikacije celic v razrede: nedozoreli eozinofilci, nedozoreli
bazofilci, promonociti, prolimfociti, veliki granulirani limfociti, dlakaste celice,
Sezaryjeve celice, megakariociti, brez razreda in drugo.

e Klasifikacija celic, ki ne sodijo v levkocitno populacijo: eritroblasti (NRBC), veliki
trombociti, skupki trombocitov, zabrisane celice in artefakti.

6.2.2. Opis morfologije eritrocitov

Avtomatizirana karakterizacija morfologije eritrocitov zajema: anizocitozo, mikrocitozo,
makrocitozo, polikromazijo, hipokromazijo in poikilocitozo. Na voljo so tudi naslednje
karakteristike: tarCaste celice, srpaste celice, shistiociti, sferociti, eliptociti, ovalociti,
dakriociti, stomatociti, akantociti, ehinociti, Howell-Jollyjeva telesca, Pappenheimerjeva
telesca, bazofilno punktirani eritrociti, paraziti in drugo.

6.2.3. Ocena stevila trombocitov
Analitik lahko v pregledni sliki preSteje ali oceni trombocite.

6.2.4. Opombe
K rezultatom levkocitov, eritrocitov, trombocitov ali k posamezni celici lahko dodamo
opombe.

6.3. Aplikacija za telesne tekocine

Aplikacija za telesne tekocine (BF) je namenjena diferencialni sliki levkocitov v razli¢nih
telesnih tekoCinah. Sistem samodejno poiS¢e in prikaZe slike celic v citocentrifugiranih
pripravkih vzorcev telesnih tekocCin.

Laboratorijsko osebje preveri predlagano diferenciranje celic.




6.3.1. Klasifikacija za telesne tekocine (BF)
Sistem klasificira levkocite v naslednje razrede: nevtrofilci, eozinofilci, limfociti, makrofagi
in drugo (other). Celice, ki so klasificirane kot bazofilci, limfomske celice, atipi¢ni limfociti,

blasti ali tumorske celice, so samodejno uvrsceni v razred celic “other” (drugo).
Celice, ki ne sodijo v levkocitno populacijo, analizotor poda kot Stevilo celic ali elementov na
100 levkocitov.

6.3.2. Priprava vzorcev
Vzorci telesnih tekocin se pripravijo s citocentrifugo ter pobarvajo po enakem postopku kot
razmazi periferne krvi.

6.4. Notranja kontrola kvalitete

Za notranjo kontrolo kvalitete uporabljamo naklju¢no izbran razmaz periferne krvi, s katerim
preverjamo pravilno delovanje mikroskopa. Priporoc¢en interval za izvajanje kontrol v
laboratoriju je enkrat tedensko.

6.5. Vzdrzevanje

Vzdrzevanje izvajamo po navodilih proizvajalca:
¢ dnevno vzdrZevanje
e tedensko vzdrZevanje

7. ZAKLJUCEK

Nova tehnologija, ki jo uporabljamo v naSem laboratoriju zagotavlja visoko kakovost
opravljenih preiskav in olajSa delo laboratorijskemu osebju. Omogoca racionalno organizacijo
dela zaposlenih, izboljSuje produktivnost in zmanjSuje moznost pojava analiti¢nih napak.
Kljub vsemu ostaja mikroskopiranje pomemben del hematoloskega delovnega procesa, saj
tudi najsodobnejSa tehnologija ne more vedno pravilno opredeliti celic in oceniti njihovih
posebnosti.

8. LITERATURA:
1. Sysmex LASC-HST Operator's Manual
2. Sysmex HST - N Operator's Manual
3. Sysmex XE - 5000 Operator's Manual
4. Berce, Boznar-Ali¢, Podgornik, Trampus-Bakija, Zontar: Priporoceni postopki za

mikroskopski pregled krvnega razmaza — SZKK, november 2012.
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http://www.cellavision.com
6. https://www.sysmex.com/us/en/Products/Hematology/XESeries/Pages/XE-5000-
Hematology
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1. UVOD

V Kklini€no biokemicnih laboratorijih vzorci punktatov razlicnih telesnih votlin niso tako
pogosti kot vzorci krvi. Vzorci punktatov so obi€ajno enkratni nenadomestljivi vzorci, ki se
pridobijo s punkcijo. Ker je punkcija teZko ponovljiv invaziven poseg, moramo dobro poznati
vse postopke, ki so klju¢ni za pridobitev zanesljivega rezultata analize (odvzem, transport,
shranjevanje, predanaliti¢ni vplivi, postopki analize, vpliv bioloSke in analiticne variabilnosti
na interpretacijo rezultatov).

Glavni namen analitike punktatov telesnih votlin (PTV) je opredelitev v transudat ali eksudat.
Le na osnovi klini¢nih znakov je ta opredelitev nezanesljiva, zato so pri opredelitvi v pomo¢
laboratorijske analize, ki dajo informacije o organolepti¢nih lastnostih, biokemi¢ni in
celicni sestavi izliva. Opredelitev izliva v transudat ali eksudat ima klju¢en pomen za
opredelitev vzroka bolezni ter vpliva na izbiro nadaljnjih preiskav in diagnosti¢nih postopkov.

Podrobneje bomo obravnavali tri telesne tekocCine: plevralno, perikardialno in peritonealno.
Vse tri tekoCine se nahajajo znotraj zaprtih telesnih votlin, ki jih imenujemo plevralna,
perikardialna in peritonelna votlina. V plevralni votlini se nahajajo pljuca, v perikardialni
srce in v peritonelani trebusni organi. Votline so prekrite z dvema seroznima membranama, ki
sta obdani z enim slojem mezotelijskih celic. Membrana, ki prekriva steno telesne votline, se
imenuje parietalna membrana, druga, ki prekriva organe znotraj te votline, se imenuje
visceralna membrana. Med obema membranama se nahaja zelo majhna koli¢ina serozne
tekocine (15 do 50 mL), ki deluje kot lubrikacijsko sredstvo in preprecuje nastanek trenja med
njima, do katerega pride med premikanjem organov znotraj votline. Prostor med
membranama je zelo ozek in ni prava votlina; ta nastane, ko pride do bolezenskega kopicenja
tekocine, to je do nastanka izliva.

Serozna teko¢ina med membranama je ultrafiltrat plazme, tvori jo parietalna membrana,
reabsorbira jo visceralna membrana. Procesa tvorbe in reabsorpcije potekata kontinuirano in
sta v ravnotezju, zato se v normalnem stanju koli¢ina teko¢ine bistveno ne spreminja.
TekocCina nastaja s filtracijo plazme preko endotelija kapilar, koli¢ina nastale tekoCine pa je
odvisna od hidrostatskega tlaka v kapilarah, koloidnega (onkotskega) tlaka, prepustnosti
kapilar in reabsorpcije preko limfe. Porusenje ravnoteZja med mehanizmi, ki sodelujejo pri
nastanku in reabsorpciji tekoCine, je vzrok za povecano koli¢ino teko¢ine med membranama,
kar imenujemo izliv. Do izliva pride, kadar je koli¢ina tekocine, ki vstopa v telesno votlino,
vecja od koli¢ine, ki se odstranjuje preko limfe, lahko gre za vecje nastajanje, zmanjSano
reabsorpcijo ali za kombinacijo obeh procesov.

Primarni vzroki za nastanek izliva:

e povecan kapilarni hidrostatski tlak:

- sréno popuscanje

- zadrZevanje soli in vode v telesu
e 7zniZan onkotski tlak:

- nefrotski sindrom

- jetrna ciroza

- nezadostna prehrana

- enteropatija z izgubo proteinov
e povecana prepustnost kapilar:

- bakterijska okuzba

- vnetje membran

- maligna obolenja
e zapora limfnih Zil:




- maligni tumorji, limfomi
- vnetje in okuZbe
- poskodba limfnih vodov

Izliv lahko opredelimo kot transudat ali eksudat. Transudat je izliv, ki nastane zaradi neke
sistemske motnje oz. bolezni, ki porusi ravnotezje v regulaciji filtracije in reabsorpcije.
Vzroki za nastanek so spremembe v hidrostatskem tlaku, ki nastanejo zaradi srénega
popuscanja ali sprememb v onkotskem tlaku (hipoproteinemija) zaradi jetrne ciroze ali
nefrotskega sindroma. Pri nastanku eksudata pa so neposredno vklju¢ene membrane, ki
obdajajo votline, vzrok je lahko poveCana prepustnost kapilar pri okuzbi ali ovirana
reabsorpcija zaradi maligne bolezni.

2. ODVZEM, TRANSPORT IN SHRANJEVANJE

Odvzem plevralne tekoCine s toracentezo, perikardialne tekoCine s perikardiocentezo in
peritonealne tekocCine ali ascitesa s paracentezo opravi zdravnik pod sterilnimi pogoji in s
sterilnimi pripomocki. Pomembno je, da so vzorci za preiskave odvzeti v ustrezne epruvete:

e prve mililitre za mikrobioloSke preiskave v sterilno epruveto brez dodatkov ali v
transportno gojisce,

e vzorec za citoloSki pregled v epruveto z vijolicnim zamaskom z EDTA,

e vzorec za biokemiCne analize v epruveto brez dodatkov oziroma z rdecim
zamaskom,

e vzorec za doloCitev pH v brizgo za plinsko analizo s heparinom ali epruveto s
heparinom,

e vzorec za bakterioloski sediment v epruveto z EDTA ali z rde¢im zamaskom.

Transport do laboratorija mora biti hiter. Punktat mora biti analiziran ali pravilno pripravljen
za analizo najkasneje v dveh urah po punkciji. PodaljSan ¢as vpliva na kakovost analize in
posledi¢no na interpretacijo rezultatov.

Vzorce PTV za biokemicne preiskave po centrifugiranju in loc¢itvi od celicnega dela
shranjujemo v hladilniku. Tako shranjeni vzorci so stabilni do 48 ur oziroma odvisno od
posamezne preiskave in priporocil proizvajalca reagentov.

Meritve pH moramo opraviti v 30 minutah, v primeru, ko je vzorec hranjen v ledeni kopeli v
60 minutah.

Vzoreci za citoloski pregled PTV so stabilni do dve uri, saj celice v punktatu razpadajo in jih
zato po daljSem hranjenju ni mogoce diferencirati. Pomembno je, da citoloski sediment
naredimo v najkrajSem moZnem ¢asu in ga tudi obarvamo. Do analize punktata v laboratoriju
(do Stetja levkocitov in priprave citoloskega sedimenta) hranimo punktat na sobni temperaturi.
Za mikrobiolosko osamitev bakterij iz kuZnine hranimo vzorce na sobni temperaturi (25 °C)
ali v termostatu (35-37 °C).

3. ORGANOLEPTICNI PREGLED

Izgled vzorca izliva vedno zabeleZimo. Opisujemo motnost in obarvanost. Barva PTV je
odvisna od vzroka nastanka. Transudati so bistri in svetlo rumene (slamnate) barve. Pri
razli¢nih patoloskih procesih so punktati lahko obarvani: rdece, rjavo, zeleno, belo in ¢rno.




Pri krvavih vzorcih je priporocljiva dolocitev hematokrita. Kadar vrednost hematokrita
presega 50 % vrednost hematokrita v krvi, obstaja sum na hemotoraks (prisotnost krvi v
plevralni votlini, obi¢ajno zaradi neke poskodbe). Kadar je vrednost hematokrita niZja kot 1 %
vrednosti v krvi, je ta lahko prisotna zaradi malignega obolenja, plju¢ne embolije ali
poskodbe.

Moten in gnojen izgled imajo vzorci, zaradi pove€ane koncentracije levkocitov in proteinov
(okuZba, empiem-gnojno vnetje).

Kadar vzorci motnost in mlecni izgled ohranijo tudi po centrifugiranju, je to obicajno zaradi
pove€ane koncentracije lipidov, ki je znaCilna za hilotoraks ali psevdohilotoraks. Stanji
lahko med sabo lo¢imo z dolo€itvijo trigliceridov in holesterola. Do hilotoraksa pride zaradi
prisotne limfne tekocine v plevralni votlini ali poSkodbe limfnih vodov. V vzorcu je povecana
koncentracija trigliceridov. Do nastanka psevdohilotoraksa pride pri kroni¢nih izlivih,
povecana je koncentracijo holesterola, ki izhaja iz membrane razpadlih vnetnih celic. Motnost
povzroc€ajo visoke koncentracije holesterola in/ali prisotni lecitinsko-globulinski kompleksi
Lahko pride tudi do nastanka kristalov holesterola.

Izliv je lahko zeleno obarvan zaradi prisotnosti Zol¢a ob perforaciji Zol¢nika ali ¢revesja in ob
akutnem pankreatitisu.

4. pH

pH v izlivih je naceloma niZji v eksudatih kot v transudatih. Na osnovi vrednosti pH je tezko
lo¢evati med njima, saj se vrednosti prekrivajo, ¢eprav nekateri avtorji navajajo vrednosti za
eksudate pod 7,2. Test je nespecifien in neobcutljiv, zato meritve vecinoma niso klinicno
uporabne. pH se v izlivih zniZuje v odvisnosti od Stevila celic.

V plevralni teko¢ini je pH nizek tudi pri poSkodbi poZiralnika ter prisotnosti krvi ali urina v
izlivu.

Meritve pH v perikardialni tekocCini z izjemo lo¢evanja med krvavo perikardialno tekoc¢ino in
krvjo, ki je v tekoc€ino priS§la med odvzemom, niso klini¢no uporabne.

5. BIOKEMICNE PREISKAVE

V PTV merimo razlicne bioloSke oznacevalce. Z njimi lahko opredelimo vzrok nastanka
patoloske tekoCine. Izbor oznacevalcev je odvisen od izvora PTV. Za zanesljivejso
interpretacijo rezultatov je potrebno, da sofasno dolo¢imo iste bioloSke oznacevalce tudi v
serumu ali plazmi. Priporocljivo je, da kri odvzamemo soc¢asno s PTV in v enako epruveto,
saj se nekatere molekule lahko nespecificno adsorbirajo na stene epruvet in jih tako izgubimo
iz vzorca.

5.1. Kreatinin

Kreatinin je obcutljiv in specificen test za prisotnost urina v peritonealnem izlivu.

Na uhajanje urina v peritonealni prostor posumimo, ¢e je koncentracija kreatinina v ascitesu
relativno vi§ja kot v serumu pacienta, zato je priporocljivo, da soCasno dolo¢amo kreatinin
tudi v serumu.

5.2. Alfa-amilaza in lipaza
Alfa-amilaza in lipaza sta encima, ki izhajata iz eksokrinih celic pankreasa. Zelo visoke
aktivnosti teh dveh encimov v preritonealni ali plevralni tekoCini kaZejo na prisotnost




pankreati¢nega soka zaradi pankreatitisa. Vrednosti v PTV so tudi pri akutnem pankreatitisu
nekajkrat visje kot v soasno odvzetem serumu.

Pri poSkodbi poziralnika lahko v plevralni tekocini doloc¢imo visoke aktivnosti alfa-amilaze
zaradi kontaminacije s slino, ki uhaja preko poSkodovanega mesta v plevralni prostor. Visoka
aktivnost alfa-amilaze je v plevralni tekocini tudi v primeru prisotnosti tumorskih celic, ki
sproscajo amilazo. V obeh primerih je aktivnost lipaze zelo nizka.

5.3. Laktat dehidrogenaza

Aktivnost encima laktat dehidrogenaze (LDH) je visoka v eksudatnem PTV in izvira
vecinoma iz prisotnih levkocitov, zato ob visoki Steviléni koncentraciji levkocitov v PTV
dolo¢imo tudi visoko kataliti¢no aktivnost LDH. Kataliti¢no aktivnost LDH in njeno razmerje
glede na aktivnost LDH v serumu uporabljamo za opredelitev izliva v transudat ali eksudat.

5.4. Bilirubin

Visoke koncentracije bilirubina v peritonealni teko¢ini so posledica uhajanja Zol¢a. Zol&
vsebuje velike koli¢ine konjugiranega bilirubina, zato je smiselno dolocCati koncentracijo
konjugiranega ali celokupnega bilirubina v PTV in jo primerjati s koncentracijo v sofasno
odvzetem serumskem vzorcu bolnika. Koncentracije bilirubina v PTV bodo v primeru
prisotnosti Zolca kar nekajkrat visje kot v serumu.

5.5. Celokupni proteini in albumin

Celokupne proteine in albumin dolo¢amo v punktatih telesnih votlin za opredelitev punktata v
skupino transudatov ali eksudatov. Koncentracijo celokupnih proteinov primerjamo z njihovo
koncentracijo v sofasno odvzetem serumu in glede na razmerje opredelimo punktat kot
transudat ali eksudat.

5.6. Trigliceridi

Limfa prehaja v serozno tekocino zaradi poskodbe ali obstrukcije torakalnega limfnega voda
ali jetrne ciroze. Vsebuje hilomikrone, ki so bogati s trigliceridi, zato za ugotavljanje
prisotnosti limfe v izlivu dolo¢amo trigliceride. Koncentracija trigliceridov v izlivu, ki ne
vsebuje limfe, je okrog 0,38 mmol/L, ob prisotnosti limfe koncentracija trigliceridov v izlivu
narase na v povprecju 2,85 mmol/L. Za razmejitveno vrednost uporabljamo koncentracijo
1,25 mmol/L.

5.7.  Holesterol

Holesterol v izlivu dolo¢amo, ko so rezultati opredelitve izliva po Lightovih kriterijih
dvoumni. Transudati imajo vrednosti za holesterol niZje kot eksudati. Razmejitvena vrednost
holesterola v izlivu za eksudate je 1,35 mmol/L. Pri eksudatih je razmerje med holesterolom
v serozni teko€ini in v serumu vecje od 0,3.

5.8.  Elektroliti
Elektroliti v telesnih tekocCinah so obifajno v ravnovesju z njihovo ionsko aktivnostjo v
plazmi, zato njihovo dolocanje v punktatih naceloma ni smiselno.

5.9. Glukoza

Glukoza v izlivih je obicajno v ravnovesju z glukozo v serumu. Izjema so izlivi z veliko
celicami, ki glukozo porabljajo. V tak$nih izlivih je glukoza nizja kot v serumu, zato je za
vrednotenje koncentracije glukoze v izlivih nujno so¢asno dolo¢anje glukoze v serumu.




5.10. Opredelitev izlivov v transudat in eksudat

Najpogosteje uporabljani kriteriji za loevanje med eksudati in transudati so Kriteriji po
Lightu. Light za loCevanje uporablja koncentracijo celokupnih proteinov v punktatu (za
eksudat > 30 g/L), razmerje koncentracije proteinov v punktatu in serumu (za eksudat > 0,50),
razmerje LDH v punktatu in serumu (za eksudat > 0,60) ali aktivnost LDH v punktatu (> 2/3
zgornje referencne meje v serumu).

Lightovi kriteriji za opredelitev v transudate in eksudate so uporabni za opredelitev patoloskih
procesov v plevralni in perikardialni tekocini. Za peritonealno teko¢ino Lightovi kriteriji niso
zadostni, zato za opredelitev, ali gre za transudat ali eksudat, uporabljamo tudi razliko med
serumskim albuminom in albuminom v ascitesu. Po Rothovem Kriteriju je razlika 12 g/L ali
manj znacilna za eksudatne izlive in je Se posebej uporabna pri srénem popusScanju. Pri
uporabi kriterijev moramo biti pozorni na moZnost, da je za nastanek izliva prisotnih vec
vzrokov socasno.

5.11. Uc¢inek matriksa

Pri punktatih telesnih votlin so v ve€ini primerov koncentracije proteinov nizje kot v serumu,
hkrati pa so lahko vsebnosti drugih snovi zaradi lokalnih procesov vnetja in izloanja mnogo
viSje. Prav te razlike v sestavi lahko privedejo do u¢inkov matriksa, ki vplivajo na rezultate.
Razlike v kemicni sestavi vzorcev lahko vplivajo tako na fizikalne kot tudi kemic¢ne lastnosti
vzorca.

Glavni vpliv imajo lipidi in proteini oziroma albumin, ki vplivajo na koncentracijo snovi, ki
so topne v lipidih, oziroma snovi, ki so vodotopne.

Poleg tega vsebnost proteinov vpliva na fizikalne lastnosti vzorca, kot sta viskoznost in
povrSinska napetost. Zaradi spremenjene viskoznosti se lahko pojavijo tezave kot
pipetiranje nepravilnega volumna vzorca v reakcijsko zmes, nezadostno meSanje reakcijske
zmesi in nepopolno spiranje vzorcne igle in/ali reakcijskih kivet analizatorja.

Analite v punktatih telesnih votlin merimo z metodami, ki so postavljene za serum ali plazmo,
zato se moramo zavedati, da na rezultate v ve¢ji ali manjSi meri vpliva tudi matriks. S
primerjavo vrednosti analitov v punktatih z vrednostmi v serumu, kliniki vseeno lahko
ocenijo, kakSna je koncentracija analita v punktatu glede na serum. Visoke koncentracije v
izlivu kazejo na domnevno vpletenost organa, koncentracije, podobne serumskim, pa kazejo,
da organ v nastanek izliva ni vpleten.

6. CITOLOSKE PREISKAVE

6.1. Dolocanje koncentracije celic z jedrom

V punktatih telesnih votlin dolo€amo koncentracijo celic z jedri, da bi ugotoviti, ali gre za
vnetni ali nevnetni proces. Citoloski kriterij za razlikovanje med transudatom in eksudatom je
koncentracija celic z jedrom. Razmejitvena vrednost je 1,0 x 10°/L. Koncentracijo celic z
jedrom dolo€amo mikroskopsko v Neubauerjevi komori za Stetje krvnih celic. V tem
primeru punktat razred¢imo v razmerju 1:20 z raztopino po Tiirku. Raztopina po Tiirku je
hipotoni¢na, zato hemolizira eritrocite, obenem pa modro-vijoli¢no obarva jedra levkocitov,
da celice laZje Stejemo. Prestejemo vse levkocite na povrsini 4 mm?. Kadar so vzorci zelo
motni ali krvavi, jih predhodno red¢imo z izotoni¢nimi raztopinami (npr. fizioloSka raztopina)
v razmerjih 1:10, 1:100 ali 1:200, lahko tudi ve¢, odvisno od motnosti vzorca. Ce je v celotni
komori prisotnih manj kot 200 celic, preStejemo povrSino celotne komore, v nasprotnem
primeru zmanj$Samo povrSino Stetja in to upoStevamo pri izracunu. Celice v komori najprej
pregledamo pod 100-kratno povec€avo, da preverimo, ¢e so enakomerno razporejene 0z. se ne




prekrivajo. Celice nato Stejemo pod 400-kratno povecavo. V Stevni komori je celice tezko
lociti med sabo, to velja predvsem za mezotelijske celice in monohistiocite, zato preStejemo
vse celice z jedri in rezultat podamo v SI enotah (St. x 10°/L).
Nekateri sodobnejsi hematoloski analizatorji omogocajo dolo¢anje koncentracije celic
tudi v telesnih tekocdinah. Metodo odlikuje vecja to¢nost rezultatov. Lahko doloc¢ajo samo
celokupno Stevilo celic, nekateri pa izvedejo tudi diferenciacijo na polimorfonuklearne in
mononuklearne celice. Vsak laboratorij, ki dolo€a koncentracijo celic na avtomatiziran nacin,
mora sam dolociti analiti¢no merilno obmocje, spodnjo mejo detekcije in v primeru opozoril
uporabiti druge metode (Stevna komora, citoloski sediment).
Opozorila
e (e je v vzorcu prisoten strdek, dolo¢itev koncentracije celic kljub temu izvedemo,
vendar zapiSemo v komentar, da je netocno tako celokupno Stevilo kot tudi
diferenciacija celic.
e V primeru, da so v komorici prisotni skupki celic, jih ne vklju¢imo v celokupno
Stevilo celic in v komentar navedemo, da je rezultat koncentracije celic netoc¢en zaradi
prisotnosti skupkov.

6.2. Diferenciacija celic

Citoloski pregled je namenjen diferenciaciji celic z jedri in ugotavljanju prisotnosti malignih
celic. Za diferenciacijo celic se priporo¢a priprava preparatov citoloSkih sedimentov s
pomocjo citocentrifuge. Pri tej tehniki celice primerno skoncentriramo, celi¢ni nanos je v
enem sloju, moznosti, da se celice pri tem poskodujejo, pa so minimalne. S pomocjo
citocentrtifuge se celice skoncentrirajo priblizno 20-krat, tako tudi pri vzorcih, ki imajo
izredno nizko koncentracijo celic ali v komori za §tetje celic ne najdemo (0 x 10°/L celic),
lahko v citoloSkem sedimentu najdemo do 35 celic.

V primeru, da nimamo citocentrifuge, lahko pripravimo klasi¢éne razmaze iz sedimenta
vzorca, ki smo ga centrifugirali 10 minut pri 2500 vrtljajev/min. Vsekakor pa je diferenciacija
celic v citoloskih sedimentih bolj zanesljiva, ker lahko pri pripravi razmazov pride do
poskodb in neenakomerne razporeditve celic. Z uporabo metode barvanja preparatov po
Pappenheimu so celice zelo podobne tistim v krvi in kostnem mozgu. Diferenciramo vse
celice z jedri in rezultat izrazimo v odstotkih ali pa diferenciramo le levkocite in ostale celice
opiSemo s semikvantitativnimi izrazi (npr.: posamezni, maloStevilni, Stevilni). Pomembno je,
da rezultate vedno izrazamo ne enak nacin. Zaradi mozne prisotnosti malignih celic je prav
tako pomembno, da pregledamo cel preparat, saj so lahko prisotne le posamezne maligne
celice.

Opozorila

¢ Na izkoristek in morfologijo celic, ki jih pridobimo s pripravo citoloskega sedimenta,
vplivajo hitrost in Cas centrifugiranja, koli¢ina vzorca v kiveti ter absorpcijska
sposobnost filtra.

e Za pripravo vedno uporabimo sveZ, necentrifugiran vzorec (do razpadanja celic pride
7e po nekaj urah). Ce je citoloski preparat narejen ve¢ kot 8 ur po punkciji in so v
preparatu prisotne razpadle oz. delno razpadle celice, moramo v komentar izvida
navesti, da rezultat diferenciacije ni povsem tocen zaradi prisotnosti razpadlih celic.

e [zlivi lahko vsebujejo fibrin ali druge proteine, ki lahko zamasijo filter, zato je lahko
koli¢ina celic v preparatu zmanjSana, obenem pa lahko vpliva tudi na njihovo
razporeditev.

e (e je prisoten strdek ali opazimo skupke celic v Stevni komori, je lahko rezultat
diferenciacije netocen, kar zapiSemo v komentar.




e Vzorce z visokim Stevilom levkocitov ali zelo krvave vzorce moramo pred pripravo
citoloskih sedimentov razredc¢iti s fizioloSko raztopino. V primeru, da so celice
prevec nagnetene ali se celo prekrivajo, nam to oteZuje diferenciacijo in interpretacijo,
saj pride do popacenja izgleda celic oz. njihovih morfoloskih lastnosti. Priporo€ljivo
je, da se drzimo standardne sheme redCenja vzorcev, ki naj temelji na Steviléni
koncentraciji levkocitov. Tako bomo vedno pripravili ustrezne preparate, kjer bodo
celice enakomerno razporejene v enem sloju.

6.3. Identifikacija posameznih vrst celic

Diferenciramo naslednje skupine celic z jedri:
® hematopoeticne celice: nevtrofilci (segmentirani, palicasti), nezreli granulociti
(metamielociti, mielociti, promielociti), limfociti, monociti/makrofagi, eozinofilci,
bazofilci, mastociti, plazma celice, eritroblasti;
¢ mezotelijske celice;
¢ blasti, limfomske celice, nehematopoetske tumorske celice;
e atipicne celice (opis zapiSemo v komentar).

Nevtrofilni granulociti

Stevilo nevtrofilcev v razli¢nih izlivih se lahko zelo razlikuje, vendar v primeru prevladovanja
lahko sumimo na bakterijsko pljuc¢nico, plju¢ni infarkt ali pankreatitis. V izlivih lahko vidimo
vse razvojne stopnje nevtrofilcev in so enake kot v krvi. Za segmentirane nevtrofilne
granulocite je znacilno, da so segmenti med sabo bolj jasno loCeni in pogosto so jedrni
segmenti name$¢eni bolj na zunanji strani celice, blizu membrane. Ce so toksi¢ne granulacije
in vakuolizacija citoplazme prisotne pri nevtrofilcih v krvi, jih lahko vidimo tudi v izlivu.
Nevtrofilci so v izlivih, kjer so prevladujoca celi¢na vrsta, pogosto degenerirani. Jedro lahko
postane piknoti¢no in je vidno kot majhna, gosta in okrogla masa. Ce so prisotne toksi¢ne
granulacije, se lahko zdruzujejo v azurofilne skupke. Te celice spominjajo na eritroblaste,
vendar jih zaradi tipi¢nih ostankov azurofilnih granulacij obi€ajno brez teZzav prepoznamo kot
nevtrofilce. Pri okuzbah pa se degeneracija lahko kaze z zabrisano strukturo jedra, izrazito
vakuolizacijo in izgubo granulacij. V nevtrofilcih lahko opazimo tudi fagocitirane bakterije.

Eozinofilni granulociti

Morfolosko se ne razlikujejo od eozinofilcev v krvnem razmazu. V vecjem Stevilu (ve¢ kot 10
%) pa so prisotni pri pnevmotoraksu, hemotoraksu, alergijskih reakcijah in parazitskih
okuzbah. Pri pnevmotoraksu eozinofilijo izzovejo prasni delci razlicnega izvora, ki z zrakom
vstopijo v plevralni prostor.

Bazofilni granulociti, mastociti
Bazofilci so po morfologiji enaki tistim v krvi. Pogosto so prisotni takrat kot eozinofilci.

Limfociti

Prisotni so tako v transudatih kot eksudatih, po velikosti so razli¢ni: mali, veliki, lahko so tudi
reaktivni. Tipi¢ni majhni zreli limfociti so nekoliko vecji kot v krvi, obi¢ajno imajo obilnejso
citoplazmo, jedro je lahko zaZeto, lahko je vidno manjSe jedrce. V¢asih je prisotno manjse
Stevilo azurofilnih granulacij.

Reaktivni limfociti so v izlivih pogosto prisotni in se po morfologiji zelo razlikujejo. Obicajno
imajo okroglo ali rahlo zaZeto jedro, obilno citoplazmo, ki se razlikuje v barvi, od svetle do
izrazito bazofilne. Reaktivni limfociti lahko izhajajo iz naravnih celic ubijalk ali limfocitov T.
Ti obi¢ajno vsebujejo manjse Stevilo azurofilnih granulacij. Limfociti B ob¢asno vsebujejo




manjse citoplazmatske vakuole. Imunoblasti imajo rahlejSo strukturo kromatina, ve¢ manjSih
jedrc in manjSo koli€ino izrazito bazofilne citoplazme z redkimi azurofilnimi granulacijami.
Plazmacitoidne oblike imajo znacilno strukturo kromatina, ve¢ manjSih jedrc in izrazito
bazofilno citoplazmo. Pogosto imajo ob jedru svetlino. V nasprotju s celicami malignih
limfomov imajo reaktivni limfociti izrazito in gladko jedrno membrano in pravilen oris jedra.
Vecje Stevilo limfocitov zasledimo v izlivih pri tuberkulozi, virusnih okuZzbah ter
avtoimunskih boleznih, kot sta revmatoidni artritis in sistemski lupus eritematozus.

Plazmatke

So podobne kot v krvi in se obi¢ajno pojavljajo skupaj z reaktivnimi limfociti. V izlivih lahko
pogosto zasledimo tudi dvojedrne oblike in vecje nezrele plazmatke z obilnejSo izrazito
bazofilno citoplazmo ter rahlejSo strukturo kromatina.

Mononuklearni fagocitni sistem

¢ Monociti/monohistiociti
Nahajajo se posamicno ali v skupinah, veliki so od 20 do 40 pm in so nekoliko vecji od
normalne mezotelijske celice. Morfolosko so zelo razlicni, od tipicnih oblik, podobnih
monocitom v krvi, do reaktivnih monocitov. Celica je svetlo obarvana, jedro je okroglo ali
ledvicasto in lezi ekscentricno ali periferno. Kromatinska struktura je drobno zrnata, jedrca
niso prisotna. Citoplazma je obilna, jasno ali neizrazito omejena in vakuolizirana. Take oblike
monocitov imenujemo tudi monohistiociti. ObCasno se vakuole v citoplazmi zdruZzijo in
tvorijo t.i. pecatnico - celico v obliki pecatnega prstana.

¢ Makrofagi
Kadar imajo monociti/monohistiociti jasne znake fagocitoze (fagocitoza razli¢énih materialov,
veliki ostanki prebavnih vakuol), jih imenujemo makrofagi. Aktivnost makrofagov je lahko
zelo velika. Lahko vsebujejo fagocitirane eritrocite (eritrofagi), nevtrofilce (nevtrofagi),
lipide (lipidofagi), mikroorganizme, kristale in modro¢rne hemosiderinske granule
(siderofagi), ki nastanejo iz Zeleza fagocitiranih eritrocitov. Lahko vidimo tudi Kristale
hematina (rumenorjavi, romboidne oblike), ki so v makrofagih redko prisotni in so ostanki
razgrajenega hemoglobina iz fagocitiranih eritrocitov. Kristali hematina ne vsebujejo Zeleza.

Mezotelijske celice

Prekrivajo notranji del plevralne, perikardialne in peritonealne votline in so po morfologiji
zelo razlicne. RazmnoZujejo se z delitvijo. Ob bolezenskem procesu se lahko odlusc¢ijo in
sprostijo v izliv. Normalne mezotelijske celice so velike 15 do 30 um in so po izgledu enotne.
Imajo centralno ali ekscentricno nameSc¢eno okroglo, v€asih ovalno jedro, ki v premeru
zavzema 1/3 do 1/2 velikosti celice. Kromatin je gost, enakomeren, vidno je lahko manjse
neizrazito jedrce. Celice imajo zmerno koli¢ino svetlo do zmerno bazofilne citoplazme, ki ne
vsebuje granulacij in je jasno omejena. Obi¢ajno se nahajajo posamezno. V kroni¢nih izlivih
so prisotne reaktivne mezotelijske celice, ki so po morfologiji izredno raznolike (razlicna
velikost in oblika). Lahko se nahajajo posami¢no, v nizih, v ploS¢atem sloju ali
tridimenzionalnih skupkih. Celice so lahko dvojedrne, posamic¢ne tudi ve¢ jedrne (tudi 20 ali
vec jeder), so povecane, imajo rahlejSo strukturo kromatina in vidna majhna jedrca. Jedrca so
lahko Stevilna vendar so, v nasprotju z malignimi celicami, enake velikosti. Koli¢ina
citoplazme je razlina, intenzivno bazofilna in drobno vakuolizirana. Vakuolizacija je lahko
prisotna po celotni citoplazmi ali pa le ob jedru (perinuklearani halo). Zaradi teh sprememb
lahko spominjajo na maligne celice.

Degenerativne spremembe mezotelijskih celic se kazejo z vakuolami v citoplazmi, predvsem
na periferiji celic. Celice so vecje in bledo obarvane, jedro je lahko piknoti¢no ali pa je
napihnjeno in ima zabrisano strukturo kromatina.




Mezotelijske celice prav tako lahko opravljajo fagocitozo in se pretvorijo v makrofage.
MozZne so tudi vmesne oblike, takrat pa je razlikovanje med mezotelijskimi celicami in
makrofagi zelo teZavno.

Maligne celice
Med maligne celice uvrS¢amo hematopoeti¢ne (blasti, limfomske celice) in nehematopoeti¢ne
maligne celice, ki so lahko razli¢nega izvora.

e Blasti
Po obliki so podobni blastom v krvi ali kostnem mozgu. Kadar jih najdemo v izlivu, je
pomembno, da hkrati pregledamo tudi krvni razmaz in ugotovimo, ali blasti v izlivu res
predstavljajo zaplet pri levkemiji ali pa so posledica kontaminacije izliva s krvjo.

¢ Limfomske celice
Velike limfomske celice so podobne imunoblastnim reaktivnim limfocitom. Imajo nezrel
jedrni kromatin, Stevilna jedrca in zmerno koli¢ino bazofilne citoplazme. Zanje znacilne
morfoloske lastnosti so: nepravilna oblika jedra, jedrna membrana ni izrazita, velika jedrca,
majhne vakuole, ki prekrivajo tudi jedro, brez jasne Golgijeve regije in homogen izgled celic
v izlivu. Pri limfomih z majhnimi celicami jih teZzko lo¢imo od normalnih limfocitov. V tem
primeru so potrebne Se druge preiskave, kot so pretoCna citometrija in imunohistoloSke
preiskave.

¢ Nehematopoeti¢ne maligne celice
Stevilne maligne neoplazme lahko vdrejo v telesne teko&ine. Maligne celice lahko izvirajo iz
primarnih tumorjev ali metastaz (adenokarcinom, sarkom in primarni mozganski tumorji).

Morfoloske znacilnosti malignih celic:

e celice so velike in ve¢ jedrne;

¢ visoko razmerje med jedrom in citoplazmo, vec¢je kot je razmerje, slabSe so celice
diferencirane;
neenakomerno razporejen jedrni kromatin;
razli¢na velikost in oblika jeder;
hiperkromati¢na jedrca;
povecano Stevilo in velikost jedrc;
vakuolizirana citoplazma;
tvorba tesnih skupkov, celice med sabo niso jasno loCene (celice se prekrivajo);

e fagocitoza.
Pri pregledu citoloskih sedimentov je pomembno, da prepoznamo maligne celice, ¢e so
prisotne. Zavedati pa se moramo omejitev morfoloSkega pregleda pod mikroskopom, saj je
razlikovanje med reaktivnimi in atipicnimi mezotelijskimi celicami ter malignimi celicami
pogosto zelo tezko.

Opozorila

e Pri pripravi preparatov s pomocjo citocentrifuge je nanos celic v enem sloju. Celice so
zato lahko nekoliko vecje kot v krvnih razmazih, prav tako se lahko bolj intenzivno
obarvajo azurofilne citoplazmatske granulacije, citoplazma je lahko bolj bazofilna.

e V primerih, ko je koncentracija celic majhna, lahko podajamo rezultate opisno
(semikvantitativno), Se posebno, e so celice v citoloSkem sedimentu redke.

e Stevilo diferenciranih celic moramo zapisati v komentar, kadar je to niZje od 100.

e Kadar diferenciacije ne izvedemo, je potrebno navesti, katere celice so prisotne (npr.
limfociti; monociti/makrofagi; prevladovanje nevtrofilcev; prisotne meSane vnetne
celice ...)




Posamezne skupine celic se lahko zdruZijo ali lo¢ijo. Pogosto tezko lo€imo med
reaktivnimi mezotelijskimi celicami in monociti/makrofagi. Te celice lahko med seboj
zdruzimo, ne da bi ogrozili klini¢no interpretacijo rezultatov.

Intra- ali ekstracelularno prisotnost mikroorganizmov ter prisotnost eritrofagov,
siderofagov, lipofagov in kristalov zapiSemo v komentar.

Celic, ki so prisotne zaradi kontaminacije, ne smemo vkljuciti v diferenciacijo; ¢e jih
opazimo Ze v komorici; jih ne vklju¢imo v celokupno Stevilo celic (ploScate epitelne
celice, endotelne celice, ...)

Iz diferenciacije izklju¢imo tudi degenerirane celice, razen Ce je njihova identiteta
jasna.

Skupke mezotelijskih celic in maligne celice raje opiSemo v komentarju, kot da jih
vkljuCujemo v rezultat diferenciacije.

Ce celic ne moremo jasno opredeliti oz. identificirati, jih opredelimo kot atipi¢ne in to
zapiSemo v komentar.

7. BAKTERIOLOSKI SEDIMENT

Ob sumu na bakterijsko okuzbo v telesnih votlinah je nujna ¢im hitrejSa prepoznava
bakterijskega povzrocitelja bolezni in nato hitra uvedba ustrezne antibiotiCne terapije. Za
natan¢no identifikacijo bakterije posljemo punktat v mikrobioloSki laboratorij na izolacijo
bakterije iz kulture, kar pa lahko traja nekaj dni. Da bi ¢im prej ugotovili verjetnega
bakterijskega povzrocitelja, si pomagamo s presejalnim mikroskopskim pregledom
bakterioloSkega sedimenta, obarvanega po Gramu.
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1. UVOD

Beseda vitamin je sestavljenka dveh pojmov: »vita« pomeni »Zivljenje«, »amin« pa »vsebujo¢
dusik«.

Vitamini so poleg mineralov esencialni za vzdrZevanje humanih biokemic¢nih procesov. Tako
vitamine kot minerale moramo v telo vnesti iz okolja. Med minerale priStevamo kemijske
elemente kalcij, fosfor, kalij, natrij, klor, magnezij, Zelezo, kobalt, baker, cink, molibden, jod
in selen. Za razliko od mineralov so vitamini organske snovi, vecina jih vsebuje dusik.

Beseda vitamini oznacuje skupino biolosko aktivnih snovi, ki so v zelo majhnih koli¢inah
nujno potrebni za vzdrZevanje normalnega delovanja ¢loveskega telesa, za njegove presnovne
procese, rast in razvoj. Njihovo pomanjkanje povzroca razlicna bolezenska stanja.

V majhnih koli¢inah so vitamini prisotni v razli¢nih Zivilih, od koder jih vecino v telo tudi
dobimo. Clovesko telo jih namre¢ iz osnovnih hranilnih snovi, kot so proteini, ogljikovi
hidrati ali maS¢obe, ne more sintetizirati. Proizvaja lahko samo vitamin D, vse ostale vitamine
ali njihove prekurzorje (provitamine) pa prejme telo veCinoma s hrano. Nekatere vitamine
tvorijo tudi bakterije v ¢revesju.

2. DELITEV VITAMINOV

Trenutno je poznanih 13 za ¢lovekovo telo esencialnih vitaminov. Lo¢imo v mas¢obah topne
(lipidotopni) in v vodi topne (vodotopne) vitamine. Vitamini A, D, E in K spadajo med topne
v mascobah, topni v vodi pa so vitamini iz skupine B (B, B2, B3, Bs, Bg, B7, Bo in By,) ter
vitamin C.

Vitamini, topni v mascobah, se absorbirajo v crevesju s pomocjo mascob (lipidov).
Shranjujejo se tako v mas¢obnem tkivu kot tudi v jetrih. Za razliko od vodotopnih se lazje
mesece.

V vodi topni vitamini se v telesu ne hranijo dolgo. Zelo kmalu se iz telesa izlo€ijo skozi
ledvice z urinom. Zato skorajda ni nevarnosti, da bi se zastrupili s preveliko koli¢ino zauZzitih
v vodi topnih vitaminov. Zauzitje nenormalno velikih koli¢in vitaminov B posledi¢no ne
povzroca toksi¢nih, ampak prehodne neZelene ucinke.

V vodi topne vitamine je potrebno veliko pogosteje nadomescati kot pa vitamine, topne v
mascobah.

3. VLOGA VITAMINOV V TELESU

Glavna naloga vitaminov je sodelovanje v presnovnih procesih organizma. Mnogi so
koencimi ali prosteti¢ne skupine encimov. Tako so nujno potrebni za vzdrZevanje aktivnosti
Stevilnih encimov.

4. HIPOVITAMINOZA, HIPERVITAMINOZA

Telo ima minimalno zalogo vitamina C glede na potrebe in zelo veliko zalogo vitamina Bj,.
Sele v priblizno sedmih letih telo porabi 2-3 miligramsko zalogo vitamina B .

Bolezensko stanje pomanjkanja vitaminov imenujemo hipovitaminoza. Pomanjkanje
vitaminov je lahko primarno (neustrezna, nezadostna prehrana) ali sekundarno (bolezensko
stanje: malabsorpcija, hiposekrecija Zelodca, ...). Ne kaze se kot splosno obolenje, ampak kot




specificna bolezen. Posebno obcutljivi za pomanjkanje razlicnih vitaminov so koZa in
sluznice.
Hipervitaminoza je stanje, ko c¢lovekovo telo vsebuje preveliko koli¢ino vitaminov. Ce

dnevno zauzita koli¢ina vitamina A in D ve¢ kot desetkrat presega priporoeno dnevno
koli¢ino, sta vitamin A in D toksi¢na. Zelo visoke koli¢ine vnesenih vitaminov E in K ne
povzrocajo toksi€nosti. Vitamin B3, vitamin B¢ in vitamin C so v velikih odmerkih Skodljivi,
ostali vitamini B pa ne. Kopicenje v telesu zasledimo pri vseh v mascobah topnih vitaminih,
le da se vitamina A in E nakopicCita v velikih koli¢inah, vitamina D in K pa v manjsih.

Do toksi¢nih u¢inkov vodotopnih vitaminov naj ne bi prislo, ker se njihov presezek izloca iz
telesa z urinom. Literatura navaja, da so bili pri nekaterih vodotopnih vitaminih opaZeni
neZeleni ucinki, ki pa niso tako nevarni kot pri lipidotopnih vitaminih.

Poznane so zastrupitve z vecjimi odmerki vitaminov, predvsem z vitamini A, D, K in Bs.
Obicajno so posledica predoziranja pri vitaminskem zdravljenju in profilaksi. Neobicajne so
hipervitaminoze ali zastrupitve pri nepravilnem prehranjevanju.

5. ESENCIALNI VITAMINI ZA CLOVEKOVO TELO

5.1. Vitamin A - RETINOL

Znani sta dve obliki, vitamin A, ali retinol in vitamin A, ali 3-dehidro-retinol. Vitamin A; je
biolosko aktivnejsi od vitamina A,..

Nastaja iz karotena (provitamin), ki ga sintetizirajo rastline in nekatere vrste Zivali. Clovek
karotena ne more proizvajati, lahko pa iz njega tvori vitamin A (v ¢revesni sluznici in jetrih).
Zatorej ga moramo Vv telo vnaSati kot sam vitamin (Zivalskega izvora) ali pa njegove
provitamine karotene (rastlinskega izvora).

Vitamin C pospesi absorpcijo vitamina A, vitamin E pa prehod karotena v retinol.

S hrano se vitamin A v telo vnasa v obliki estra, ki se v tankem ¢revesu hidrolizira s pomocjo
pankreati¢ne lipaze. Sprosceni retinol se absorbira v celice Crevesne sluznice, kjer se ponovno
esterificira z mascobnimi kislinami, predvsem palmitinsko kislino. Veze se na hilomikrone in
preko limfe dospe v jetra, od koder, vezan na B-lipoproteine, preide v krvni obtok. V krvi se
nahaja pretezno kot prosti retinol, vendar obstaja tudi protein RBP (retinol binding protein),
na katerega se lahko veZe in tako vezan kroZzi po telesu.

Vitamin A je potreben za rast in razvoj, za sintezo mukopolisaharidov ter za normalen vid.
Slednja vloga je najpomembnejSa, saj sodeluje pri pretvarjanju svetlobnih efektov v Zivéne
impulze.

Hipovitaminoza A je pomanjkanje vitamina A. Povzro¢a nocno slepoto, nesposobnost
adaptacije vida v temi (kseroftalmija); dolgo trajajo¢a hipovitaminoza povzroca
keratomalacijo (poroZenitev epitela). Pri otrocih povzro¢a motnje v rasti; pri otrocih s
hipotirozo je koncentracija karotina zviSana, ker jetra ne zmorejo pretvarjati karotine v
vitamin A.

Toksi¢ni ucinki prevelike koli¢ine vitamina A so lahko kroni¢ni ali akutni, odvisni od
casovnega intervala uZivanja ter viSine odmerka (toksi¢na doza za odrasle je 0,6-1,5 g, za
otroke pa 22,5-90 mg). Znaki akutne zastrupitve se pojavijo Ze v nekaj urah in po nekaj dneh
izginejo: slabost, vrtoglavica, mo¢an glavobol, spremembe vida, nekoordinirani gibi, rdecica
koZe; pri zelo visokih dozah pa nespecnost, srbeCica, luScenje koZe, poSkodbe oci in
ponavljajoce se bruhanje. Kroni¢na zastrupitev se pojavi po uZivanju 6-12 mg v obdobju
nekaj let ali 60 mg v dveh mesecih. Tipicni znaki so izguba las (alopecija), izguba apetita,
anemija, boleCine v kosteh, nekateri nevroloski simptomi, lomljivi nohti, diareja, edemi,
dermatitis. Po prenehanju jemanja ali zmanjSanju doze vecina teh simptomov izgine.

Visoke koli¢ine vitamina A zmanjSajo absorpcijo vitamina E, tako da lahko pri hipovitaminozi




E sumimo na hipervitaminozo A. Vitamin A preprecuje tudi absorpcijo vitamina K iz ¢revesja,
pri ¢emer se posledi¢no podaljSa protrombinski ¢as in poveca nagnjenost h krvavitvam.
Vitamin A se skladis¢i v jetrih. Ko je pri velikih dozah presezena skladiS¢na kapaciteta,
prehaja v kri. Zaradi pove€anega spro$¢anja v kri se v plazmi zve€a koncentracija vitamina A,
ki ni vezan na RBP. Tak, v prosti obliki, kroZi po telesu in vstopa v organe, kjer deluje
toksi¢no. Kot povrSinsko aktivna snov destabilizira oz. poSkoduje bioloske membrane. Med
drugim lahko poskoduje tudi membrano eritrocitov in povzro¢a hemolizo.

Vitamin A vsebujejo jetra, ribje olje, korenje, brokoli, sladki krompir, maslo, ohrovt, Spinaca,
buca, nekateri siri, rumenjak, marelica, melona, mleko. Dnevna potreba telesa po vitaminu A
je 1,5 do 2 mg.

5.2. Vitamin B, - TIAMIN

Je najdlje poznani vitamin, ki pride v telo pretezno z rastlinsko prehrano. Iz telesa se izloca
delno spremenjen z urinom, delno pa v obliki pribliZzno 20 razli¢nih presnovkov.

V plazmi se nahaja kot prosti tiamin, v eritrocitih pa je fosforiliran kot koencim.

Njegova biolosko aktivna oblika je koencim tiamin-pirofosfat, ki pretvarja piruvat v acetil-
koencim A. Sodeluje v reakcijah dekarboksilacije kot koencim dekarboksilaze a-ketokislin in
koencim aldehid-transferaze, v presnovi ogljikovih hidratov ter pri nastajanju klorovodikove
kisline, ki je nujno potrebna za pravilno prebavo. UdeleZen je v Stevilnih funkcijah delovanja
Zivénega sistema ter miSic, pri pretoku elektrolitov v in iz Zivénih in miSi¢nih celic (skozi
ionske kanale).

V telesu je vitamina B; uskladiS¢enega zelo malo, zato se lahko pomanjkanje pokaze zelo
kmalu, v 14. dneh. Odraza se v razli€nih organih s tezZkimi oslabitvami Zivéno-miSi¢nega
sistema. Hudo kroni¢no pomanjkanje tiamina povzro€a beri-beri, bolezen, ki se pojavlja v
vzhodni Aziji zaradi prehranjevanja z rizem, pri katerem je bil zaradi obdelave odstranjen
vitamin B;. Posledica te bolezni so resni zapleti v Zivénem sistemu, moZganih, miSicah, srcu
in gastrointestinalnem traktu. V industrijskih deZelah je hrana, izdelana iz belega riZa in bele
moke, obogatena s tiaminom, saj se ve€ina naravnega tiamina med preciS¢evalnim procesom
riZza ali pSenice unici. Zapleti se pojavljajo tudi pri alkoholikih kot alkoholni polinevritis.

Pri zauZzitju velikih doz tiamina se toksi¢ni u€inki ne pojavijo, saj je maksimalna koli¢ina, ki
se absorbira, 5 mg. Toksi¢ni ucinki, kot so glavobol, kr¢i, Sibkost, miSi¢na relaksacija, sréna
aritmija, anafilakti¢ni Sok in alergijske reakcije, so znani samo pri parenteralni, subkutani in
intramuskularni aplikaciji in pri koncentracijah, ki so stokrat preseZene ali pri vecCkratnih
vi§jih odmerkih.

Vitamin B; se nahaja v pSeni¢nih kalckih, ovsenih kosmicih, kvasu, rizevih otrobih,
son¢ni¢nih semenih, rjavem rizu, belusih, ohrovtu, cvetaci, krompirju, pomarancah, jajcu,
mesu, strocnicah (fiZol, le¢a), mleku, oreSckih. Dnevna potreba telesa po vitaminu B, je 0,5
do 1 mg.

Tiamin se uporablja pri zdravljenju presnovnih motenj (subakutna nekrozirajoca
encefalopatija, pomanjkanje piruvat karboksilaze, hiperalaninemija) in znakih pomanjkanja
tiamina (beriberi, Wernickova encefalopatija, Korsakoffova psihoza, Wernicke-Korsakoffov
sindrom).

5.3. Vitamin B; - RIBOFLAVIN

V vecini zivil se nahaja v vezani obliki (kot flavinomononukleotid - FMN ali flavin-adenin-
dinukleotid - FAD), le v mleku ter mlecnih izdelkih pa se nahaja kot prosti riboflavin.

V krvi je nekaj prostega riboflavina, nekaj pa vezanega v FMN in FAD. Iz telesa se izloca
skupaj z uroflavinom v urinu.

FMN in FAD sodelujeta kot koencima oksido-reduktaz. Riboflavin je potreben za aktivnost
NADH dehidrogenaze v dihalni verigi, piruvat dehidrogenaze, a-ketoglutarat dehidrogenaze,




dehidrogenaze D-aminokislin in ksantin dehidrogenaze. Sodeluje pri nastanku energije za
transportno verigo elektronov v ciklu citronske kisline (Krebsov cikel) in pri katabolizmu
mascobnih kislin (beta oksidacija).

Pomanjkanje vitamina B, povzro€a razpoke v ustnih kotickih, spremembe vida s peko¢im
obCutkom v oceh in obcutljivostjo na svetlobo, dermatitis, navadno v predelu nosu, obraza,
vulve, prihaja pa tudi do zaostalosti v rasti. Pomanjkanje vitamina B, je obi¢ajno zdruzeno s
pomanjkanjem vitamina B; in Bs. Vitamin B, ni toksicen, ¢etudi so koncentracije tridesetkrat
preseZene. Vsebujejo ga belusi, banana, kaki, bamija, blitva, skuta, mleko, jogurt, meso, jajce,

ribe, stro¢ji fizol, jetra, polnovredna Zita, kvas. Dnevna potreba telesa po vitaminu B, je 1 mg.

5.4. Vitamin B; — NIACIN

V naravi se nahaja kot nikotinska kislina ali amid, v katerega nikotinska kislina lahko prehaja.
Je derivat piridina. Lahko nastane iz triptofana, ki ga v telo vnesemo s hrano.

V plazmi se nahaja nikotinska kislina in njeni presnovki. Z urinom se dnevno izlo¢i 0,3 — 1,5
mg niacina.

Obstajata dve koencimski obliki niacina: NAD (nikotinamid-adenin-dinukleotid) in NADP
(nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat), ki sta pomembni pri presnovi glukoze, mascob in
alkohola. NAD prenaSa vodik in elektrone med presnovnimi procesi. NADP je koencim pri
sintezi lipidov in nukleinskih kislin.

Pomanjkanje nikotinamida povzroca pelagro s pojavom dermatitisa in rjavo obarvane koze,
driske in delirija. To pomanjkanje je zelo redko. Vc¢asih, ko so se ljudje prehranjevali v
glavnem s koruzo, je bilo pomanjkanje vitamina Bj; pogostejSe, saj je koruza revna s
triptofanom.

Glavni vir vitamina B; je piS€an¢je meso, goveje meso, tuna, losos, mleko, jajce, avokado,
paradiznik, listnata zelenjava, brokoli, korenje, sladki krompir, belusi, oreski, polnozrnate
Zitarice, strocnice, gobe, pivski kvas.

5.5. Vitamin B; - PANTOTENSKA KISLINA

S cisteaminom tvori pantotein, ki je sestavni del koencima A in multiencimskega kompleksa
pri sintezi masScobnih kislin. Aktivna skupina koencima je SH — skupina, ki sodeluje pri
aktivaciji ocetne kisline in vis$jih mascobnih kislin. Koencim A sodeluje pri sintezi
aminokislin, maS¢obnih kislin, ketonov, holesterola, fosfolipidov, steroidnih hormonov,
nevtrotransmiterjev in protiteles.

Pantotenska kislina je udeleZena v oksidaciji maS¢obnih kislin in ogljikovih hidratov.
Pomanjkanje vitamina Bs se pojavlja zelo redko, saj je pantotenska kislina zelo razsirjena in
jo v telo dovolj vnesemo s hrano. Znaki pomanjkanja se kaZejo v spremembah Zivénega
sistema. Pomanjkanje pantotenske kisline pa se kaze tudi na stanju koZe, las, nadledvicne
Zleze, povzroca pa tudi zmanjSanje acetilacijskih procesov v telesu.

Vitamin Bs vsebujejo kvas, drobovina, jajéni rumenjak, mati¢ni mlecek, riZeva in pSenicna
ovojnica, articoke, zelje, cvetaCa, grah, paradiznik, araSidi, meso, brokoli, avokado. Dnevna
potreba telesa po vitaminu Bs je 3 do 5 mg.

5.6. Vitamin B¢ — PIRIDOKSIN

Je derivat piridina, ki se v telo vnasa v obliki aldehida, kot piridoksal, ali v obliki amina, kot
piridoksamin.

V tkivih in krvnih celicah piridoksin zelo hitro preide v fosforiliran derivat piridoksala,
piridoksal-5-fosfat (koencimska oblika Bg). Slednji je koencim aminotransferaz in
dekarboksilaz aminokislin. Piridoksin sodeluje v presnovi aminokislin, lipidov in v
glukogenezi. Potreben je za sintezo nevrotransmiterjev (serotonina in norepinefrina),
hemoglobina, za nastajanje mielina ter tvorbo nikotinske kisline (vitamin B3).




Pomanjkanje vitamina Bg pri odraslih prizadene periferno ZzivCevje, kozo, sluzni¢ne
membrane, krvni obtok (krvne celice — anemija), upocasni rast in povzro¢i periferno
nevropatijo. Pri otrocih je prizadet tudi centralni Zivéni sistem. Pomanjkanje vitamina Bg je
lahko posledica pomanjkanja folne kisline in vitaminov C, A, E in B,.

Piridoksin vsebujejo meso, banana, polnozrnate Zitarice, zelenjava (korenje, Spinaca, grah,
krompir), oreSki, mleko, sir, pesa, perutnina, strocnice, rumenjak, listnata zelenjava, ribe,
pSeni¢ni kalcki, kvas. Pri suSenju mleka se izgubi priblizno polovica Bs. Zamrzovanje in
predelava prav tako zniZata njegovo vsebnost. Dnevna potreba telesa po vitaminu Bg je 2 mg
za Zenske in 2,2 mg za moske.

5.7. Vitamin B; — vitamin H — BIOTIN

Manjsi del vitamina B7 se nahaja v prosti obliki, vecji del pa je vezan na proteine (v jetrih je
92 % biotina vezanega na proteine).

Njegova bioloska funkcija je sodelovanje pri karboksilaciji. Biotin je prosteticna skupina
encimov, ki katalizirajo karboksilacijo. V encimu je peptidno vezan na lizin, kjer lahko
sprejme karboksilno skupino. To skupino nato karboksiliran biotin preda akceptorju. Nam
poznana reakcija, pri kateri sodeluje biotin, je nastanek malonil-CoA iz acetil-CoA.

Glavno vlogo igra tudi pri presnovi lipidov (holesterola), proteinov in ogljikovih hidratov.
Pomanjkanje biotina zelo redko sreCamo, kajti sorazmerno veliko ga je v hrani, sintetizirajo
pa ga tudi Crevesne bakterije. Pomanjkanje je moZno pri ljudeh, ki pojedo veliko jajc. Jajca
namre¢ vsebujejo protein avidin, s katerim se biotin veZe in inaktivira. Znaka pomanjkanja sta
dermatitis in izpadanje las.

Biotin se nahaja v kvasu, pSenicni in riZevi moki, ¢okoladi, jajénem rumenjaku, gobah, zelju,
cvetaci. Dnevna potreba telesa po vitaminu By je 0,25 mg.

5.8. Vitamin By - FOLNA KISLINA - PTEROILGLUTAMINSKA KISLINA

Folati so naravna oblika vitamina (v hrani), folna kislina pa sinteti¢na oblika (vitaminski
dodatki, obogatena Zivila). Absorbcija poteka v tankem Crevesju. V eritrocitih se nahaja 95 %
folatov. V serumu je 40 % folatov vezanih na protein v obliki N-metiltetrahidrofolata, na
slednjega pa za$Citno deluje askorbinska kislina. 1z telesa se izloCa z urinom, pretezno kot
folinska kislina.

V Zivalskih in rastlinskih tkivih najdemo poleg folne kisline tudi njene derivate. V jetrih in
drugih organih se reducira v dihidrofolno kislino in nato v koencim tetrahidrofolno kislino.
Folna kislina deluje v obliki tetrahidrofolata. Je koencim encimom v presnovi metionina in
histidina ter biosintezi purinov in pirimidinov.

Folna kislina je v obliki koencima potrebna za sintezo timina, le-ta pa je nujno potreben v
sintezi DNK. Njegovo pomanjkanje ovira sintezo hemoglobina in dozorevanje eritrocitov.
Tako folna kislina sodeluje v eritropoezi.

Dnevno potrebujemo priblizno 50 pg folatov. Zaloge se kopicijo v jetrih in znaSajo 5-20 mg
ter zadoSCajo za 4-5 mesecev po prenehanju absorpcije iz prebavil.

Pomanjkanje folne kisline se pojavi v odsotnosti Crevesnih mikroorganizmov (peroralno
zdravljenje z antibiotiki), pri slabi absorpciji v ¢revesju (mocne driske, resekcija ¢revesja), pri
nezadostnem vnosu s hrano, pri vecji uporabi folne kisline (nose¢nost, dojenje), pri boleznih
jeter ali malignih boleznih ter pri zdravljenju z antibiotiki, ki se uporabljajo pri zdravljenju
levkemij.

Pri pomanjkanju se pojavlja makrocitna, megaloblastna anemija (motnja v dozorevanju jedra),
ker je za dozorevanje eritrocitov poleg vitamina B, potrebna tudi folna kislina.

V pomanjkanje vodi tudi nezmoZnost absorpcije folatov ali folne kisline v tankem Crevesju
(Chronova bolezen, celiakija, kirur§ka odstranitev velikega dela Crevesja ali bypass). Tudi
alkohol zmanjSa absorpcijo folatov v Crevesju. Nosecnice in dojeCe Zenske imajo povecano




zahtevo po folatih (800 pg/dan), prav tako dializni bolniki. UZivanje velikih doz folne kisline
lahko prekrije pomanjkanje vitamina Bj,, kar pa lahko vodi v nepopravljivo nevrolosko
poskodbo.

Folate vsebujejo zeleno listnata zelenjava, stro€nice, jetra, pivski kvas, nekateri obogateni
zitni izdelki, son¢ni¢na semena. Vec€ina sadja ga vsebuje zmerne koli¢ine, prav tako pivo. S
kuhanjem se vecji del folatov unici. Dnevna potreba telesa po vitaminu By je 1 do 2 mg.

5.9. Vitamin B;; - KOBALAMIN

Ze samo ime pove, da ima kelatno vezan atom kobalta (Co). Imenujemo ga tudi
cianokobalamin, ker pri izolaciji nastaja stabilen CN-derivat. V metilkobalaminu je CN-
skupina zamenjana z metilno. Namesto CN-skupine je lahko na Co-atom vezana OH-skupina
(hidroksikobalamin) ali molekula vode (aquokobalamin).

Absorbcija vitamina B, se odvija v ileumu s pomocjo predhodne vezave na glikoprotein
intrinzi¢ni faktor (IF), ki ga izlo€ajo sluzni¢ne Zleze v Zelodcu in spremlja vitamin Bj, do
tankega crevesja. Brez IF se vitamin B, ne more absorbirati in zapusti telo kot odvecna snov.
Kompleks Bj,-IF (nastane v Zelodcu) se spoji s kalcijevimi ioni in se kot tak veZe na
receptorje mukoznih epiteljskih celic ileuma, od koder se preko celi¢cnih membran prenasa v
same mukozne celice ter se v njih ve¢inoma pretvori v dezoksiadenozil-kobalamain. Vitamin
B se izlo¢a v Zol¢ in se z enterohepati¢no cirkulacijo vraca nazaj v jetra.

V plazmi se nahaja ve¢inoma v obliki metilkobalamina in v nekoliko vi§ji koncentraciji kot v
eritrocitih. Pri prenosu se vitamin B, lahko veZe na tri glikoproteine, transkobalamin tipa I, 11
ali III. V retikulocite in kostni mozeg prispe kobalamin iz plazme na proteinu tipa II.
Transkobalamin I in III vezeta kobalamin v Zelodénem soku, slini, solzah, mleku, levkocitih,
eritrocitih in drugih tekoc€inah.

Skupaj s folno kislino je vitamin B, nujno potreben za nastanek eritrocitov v kostnem
mozgu. Oba vitamina delujeta sinergisticno. Poleg tega je esencialen tudi pri pravilnem
razvoju Zivéevja, tako pri nastanku Ziv¢nih celic kot pri njihovem pravilnem delovanju (pri
vzdrZevanju posebne za$¢ite na Zivénih koncicih).

Kobalamin sluzi kot koencim nekaterim encimom. V telesu preide v koencima 5-
dezoksiadenozil-kobalamin ter metil-kobalamin. Oba sodelujeta pri pretvorbi metilmalonil-
koencima A v sukcinil-koencim A, pri pretvorbi ribonukleotida v dezoksiribonukleotid ter,
najpomembnejSe, pri sintezi metionina iz homocisteina in metiltetrahidrofolata. Ta sinteza
povezuje presnovo kobalamina in folne kisline.

Pomanjkanje vitamin Bj, izzove megaloblastno anemijo zaradi motnje v dozorevanju
eritrocitov. NajpogostejSi vzrok pomanjkanja vitamina B, je motnja v izlocanju IF in
pomanjkanje le tega. Lahko gre za avtoimunsko bolezen, saj se pri teh bolnikih obi¢ajno
najdejo protitelesa proti IF. To pomanjkanje izzove perniciozno anemijo (anemija
pomanjkanja vitamina Bj,, ki jo povzro¢i pomanjkanja IF), zaradi Cesar imenujemo
kobalamin tudi antiperniciozni faktor. Posledica perniciozne anemije so spremembe pri
dozorevanju eritrocitov, ko je zmanjSana aktivnost ribonukleotid-reduktaze (manjka ji
koencim), pri tem pa se ne tvori dovolj DNK. Ce pride do pomanjkanja vitamina B, pri
sintezi metionina iz homocisteina in metiltetrahidrofolata, se zmanjSa transmetiliranje iz
metilfolata. Le ta se kopiCi in njegova koncentracija v serumu raste. TakSno stanje lahko
zacasno izboljSamo s terapijo s folati, vendar se mora dodajati tudi vitamin Bi,, ker se brez
njegove prisotnosti folat hitro pretvarja nazaj v metiltetrahidrofolat. Pomanjkanje vitamina
B, lahko izzove tudi subakutno kombinirano degeneracijo kostnega mozga, na kar pa folna
kislina nima vpliva. Nevroloske simptome verjetno izzove kopicenje abnormalnih lipidov v
Zivénem sistemu. Vzrok za to je pomanjkanje konecima, pri ¢emer je zmanjSana pretvorba
metilmalonil CoA v sukcinil CoA. Ta reakcija je namre¢ pomembna pri presnovi mascobnih
kislin in alifatskih aminokislin. V tem primeru se v urin izloca ve¢ metilmalonske kisline. Do




pomanjkanja lahko pride pri vegetarijancih, saj je glavni vir vitamina B, prav meso.

Anemija zaradi pomanjkanja vitamina B, je posledica pomanjkanja vitamina B, v hrani ali
zaradi nezmozZnosti absorpcije le tega v tankem Crevesju (kirurSki gastri¢ni bypass,
abnormalna rast bakterij v tankem ¢revesju, Crevesne bolezni).

Vitamin B, se nahaja v mesu, predvsem drobovini (goveja in svinjska jetra, ledvice, srce),
ribah, slanikih, skuSah, Skoljkah, jajcu, mleku, mlec¢nih izdelkih, nekaterih obogatenih Zitnih
in sojinih izdelkih, jedilnem kvasu. Kot ekstrinzi¢ni faktor se nahaja samo v Zivilih Zivalskega
izvora. Dnevna potreba telesa po vitaminu Bj; je 0,001 mg.

5.10. Vitamin C - ASKORBINSKA KISLINA

Je mocen reducent, saj se lahko reverzibilno oksidira v dehidroaskorbinsko kislino.

Zivali in rastline lahko vitamin C sintetizirajo iz D-glukoze (preko vmesne D-glukuronske
kisline in L-glukonolaktona), ¢lovek ga ne more. Zato ga v telo vnaSamo s hrano, saj L-
glukonolakton ne moremo pretvoriti v askorbinsko kislino.

Dehidroaskorbinska kislina je biolosko aktivna, saj se v telesu lahko reducira v askorbinsko
kislino. V telesu se nahaja pretezno kot askorbinska kislina, le manj$i del je
dehidroaskorbinske kisline. Iz telesa se izloc¢a kot askorbinska kislina, dehidroaskorbinska
kislina in oksalat.

Vitamin C je v telesu potreben za tvorbo kolagena v kosteh, hrustancu, miSicah in krvnih
zilah. V veliko pomo¢ je tudi pri absorpciji Zeleza v prebavilih.

V presnovi deluje askorbinska kislina kot donator vodika pri nekaterih encimskih reakcijah.
Potrebna je za hidroksilacijo prolina, tirozina, DOPA ter nekaterih vmesnih produktov
adrenokortikoidov. Pri presnovi tirozina sluzi kot kofaktor encima p-hidroksifenilpiruvat-
hidroksilaze pri oksidativnem odpiranju obro¢a homogentizinske kisline v maleil-acetoocetno
kislino. Zato je urin pri avitaminozi temne barve, v njem se kopi¢i homogentizinska kislina.
Dnevna potreba po vitaminu C pri ¢loveku je okrog 70 mg, to je dvakrat ve€ kot vseh ostalih
vitaminov, nekateri pa priporoc¢ajo celo 100 do 200 mg dnevno. Vitamin C ima visok
sprejemljiv dnevni vnos (ADI-acceptable daily intake) brez kakrSnihkoli posledic. Za zascito
pred prehladom se priporoca 1 do 3 g dnevno, pri malignih boleznih pa od 20 do 30 g dnevno.
Tveganje nastanka oksalatnih kamnov ob jemanju visokih odmerkov vitamina C je izredno
majhno. 100-miligramski odmerki zviSajo raven Zeleza za 3 do 5 enot. Kajenje oslabi telesno
sposobnost absorpcije vitamin C.

Posledica pomanjkanja vitamina C je skorbut. Klini¢ni znaki pomanjkanja so poSkodbe
kapilar, krvavitve dlesni, majavost in izpadanje zob ter slabo celjenje ran. Da se pokaZejo ti
znaki, mora pomanjkanje trajati 3-4 mesece oz. ko dnevna koli¢ina zauZitega vitamina C pade
pod 7,5 mg. Pomanjkanje vitamina C je povezano tudi z nekaterimi sideropeni¢nimi
anemijami ter s pomanjkanjem folatov.

Vitamin C ni toksi¢en, ima pa nekaj Skodljivih ucinkov pri zauZzitih zelo visokih
koncentracijah; povzro€a zgago, prebavne motnje in diarejo.

Vsebujejo ga sveZza zelena zelenjava, sadje, limona; pozimi je njegov glavni vir zelje in
krompir. Najvecje koli¢ine ga vsebujejo kakadu slive ter sadje camu camu. Tudi jetrca
vsebujejo vitamin C. Pri pripravi hrane se zelo hitro unici, ker je topen v vodi in je obcutljiv
na toploto, v prisotnosti kovin pa tudi hitro oksidira.

5.11. Vitamin D - KALCIFEROL
Loc¢imo dva tipa vitamina D:
e vitamin D3 — Zivalski kalciferol/kalcitriol ali holekalciferol (nastaja v Zivalih iz
provitamina 7-dehidroholesterola),
e vitamin D, — rastlinski ergokalciferol (nastaja v rastlinah iz ergosterola).
Clovek lahko vitamin D sam izdela iz prekurzorja: 7-dehidroksiholesterol v koZi (povrhnjici -




epidermi) se pod vplivom UV Zarkov pretvori v kalciferol/kalcitriol, ki ni biolosko aktiven. S
presnovo preide v aktiven hidroksi-derivat.

V Crevesju se vitamin D3 resorbira preko limfnega sistema. Vezan na albumine, a-globuline in
B-lipoproteine se po krvi transportira v jetra. V jetrih deluje nanj encim 25-hidroksilaza, pri
¢emer nastane 25-hidroksi-vitamin D3 (odvija se v mikrosomih, potreben je NADPH in
molekularni kisik). Tako hidroksiliran vitamin preide v ledvice, kjer z delovanjem 1-
hidroksilaze v mitohondrijih preide v zelo aktiven 1,25-dihidroksi-vitamin Ds.

Tvorbo 25-hidroksi-vitamina D3 regulira sama koli¢ina tega vitamina v jetrih, medtem ko je
nastanek 1,25-dihidroksi-vitamina D3 reguliran s potrebo po kalciju in fosforju. Ledvice
vsebujejo tudi 24-hidroksilazo in poleg 1,25-dihidroksi- Ds; lahko tvorijo tudi 24,25-
dihidroksi- D3 in 1,24,25-trihidroksi- D3 (spojine s 24-hidroksilno skupino niso aktivne). Pri
hipokalciemiji se tvori ve¢ 1,25-dihidroksi- Ds, pri hiperkalciemiji pa ve¢ 24,25-dihidroksi-
Ds; (se ne presnavlja naprej, ampak se izloCa). Potreba po kalciju aktivira izloCanje
parathormona, kateri deluje na nastanek aktivnega vitamina v ledvicah. Nekateri menijo, da je
1,25-dihidroksi- D3 hormon, ker deluje ciljano na crevo, kosti in verjetno tudi ledvice.

Glavna funkcija vitamina D je pospeSevanje mineralizacije kosti. VzdrZzevanje koncentracije
kalcija in fosforja v krvi se lahko doseze s stimulacijo njune absorpcije v Crevesju ali s
povecanjem njune reabsorpcije v ledvicah. Vitamin D skupaj s parathormonom stimulira
mobilizacijo kalcija in fosforja iz kosti. Zaradi tega pomanjkanje vitamina D3 povzroca
spremembe v mineralizaciji kosti, kar ima za posledico osteomalacijo pri odraslih in rahitis
pri otrocih. Do pomanjkanja vitamina D lahko pride zaradi premajhne vsebnosti v hrani,
premalo izpostavljenosti soncu in zaradi motenj v absorpciji vitamina, pri boleznih jeter ali
ledvic.

Sonc¢na svetloba tvori dovolj vitamina D za potrebe organizma, vitaminska dopolnila pa se
morajo jemati samo v primeru, ¢e ljudje niso dovolj izpostavljeni soncu (ljudje s temno poltjo,
starostniki, ki vecino Casa preZivijo v hiSi, prebivalci severnih drzav). Do toksi¢nih pojavov
vitamina D, ki nastaja v telesu, ne more priti, lahko pa se pojavijo pri prekomernem uzivanju
vitamina D. Znaki zastrupitve so slabost, izguba apetita, glavobol, tinitus, somnolenca,
abdominalne bolecine, kr¢i, bruhanje, diareja, poliurija, suha usta in okus po kovini. Glavna
toksi¢na posledica je kalcifikacija mehkih tkiv, kar pomeni, da se kalcij lahko nalaga v
ledvicah, srcu, pljucih in arterijah.

Clovek dnevno potrebuje okrog 0,025 mg vitamina Ds. Nahaja se v olju iz jeter tun in drugih
rib, tunini, mesu, maslu in nekaj malega tudi v mleku. Nastaja v koZi ob izpostavljenosti
sonénim UV Zarkom, zato so tudi referen¢ne vrednosti odvisne od letnega Casa. Poleti je
vitamina D veliko veC v telesu kot pozimi.

5.12. Vitamin E - TOKOFEROL

Sestavlja ga 8 kemijsko podobnih spojin, tokoferolov, vsi pa imajo antioksidativno delovanje.
Razlikujejo se po Stevilu metilnih skupin.

Pri ¢loveku prevladujejo a, B in y-tokoferol. a-tokoferol je najaktivnejSa oblika. V serumu je
80 % tokoferola prostega, 20 % pa v obliki acetata. V serumu se nahaja predvsem Vv
lipoproteinih nizke gostote (LDL).

Biolosko delovanje vitamina E ni natan¢no poznano. Ker deluje kot antioksidant,
predpostavljajo, da je to njegova bistvena biokemicna vloga.

MeSana prehrana vsebuje dovolj vitamina E, zato je primarno pomanjkanje redko.
Sekundarno pomanjkanje lahko nastane pri malabsorpciji, ki je pridruzena manjsi absorpciji
mascob (statoreja). Pri ¢loveku lahko pomanjkanje vitamina E povzro¢i miSi¢no oslabelost in
kreatinurijo. Pri podganah je potrjeno antisterilno delovanje tega vitamina.

Visoke doze vitamina E povzro€ajo neZelene, ne pa toksi¢ne ucinke: glavobol, oslabelost,
slabost, utrujenost, dvojni vid, teZave prebavnega trakta, zviSan krvni tlak in palpitacije.




Literatura navaja o mogo¢em nastopu alergij in dermatitisu po zauZitju vitamina E.

Vitamin E vsebujejo olje pSenicnih in koruznih kal€kov, olj¢no olje, kivi, mandeljni, avokado,
jajce, mleko, oreSki, zelena listnata zelenjava (Spinaca), nesegrevano rastlinsko olje,
polnozrnate Zitarice. Dnevna potreba telesa po vitaminu E je 5 mg.

5.13. Vitamin K - FILOKINON - antihemoragi¢ni vitamin

V naravi najdemo dva vitamina K. Vitamin K; je filokinon in je rastlinskega izvora
(zelenjava), vitamin K, ali menokinon pa Zivalskega izvora (bakterije v ¢revesju). Poznan pa
je tudi sinteti¢ni produkt K5 (menadion), ki pa se v telesu pretvori v K.

Vitamin K sintetizirajo crevesne bakterije, kar zadostuje kot vir tega vitamina. Ker antibiotiki
in sulfonamidi unicujejo Crevesno floro, se pri dolgi peroralni uporabi omenjenih zdravil
lahko pojavijo znaki pomanjkanja vitamina K.

Strukturno podobne spojine naftokinonskega tipa, brez metilne skupine, so dikumarol in
njegovi derivati. To so antagonisti (zaviralci) vitamina K, ki se uporabljajo v
antikoagulacijskem zdravljenju (pri zdravljenju tromboz).

Vitamin K je potreben za sintezo koagulacijskih faktorjev II (protrombina), VII, IX in X v
jetrih.

Pomanjkanje vitamina K lahko nastane tudi zaradi zapore Zol¢nih izvodil, pri malabsorpciji in
pri dolgotrajnem zdravljenju z antibiotiki. Povzro¢a nagnjenost h krvavitvam in motnje v
koagulaciji krvi, saj se ne tvori dovolj protrombina.

Toksi¢ni ucinki so izklju¢no posledica predoziranja ali preobcutljivosti na K3. So zelo redki.
Filokinon je netoksicen, ¢eprav je znanih nekaj stranskih u€inkov po intravenski aplikaciji:
reakcija na kozi na mestu vboda, alergijske reakcije, hipertenzija, bolecine v srcu.

Naraven vir vitamina K so zelenolistnata zelenjava, zelje, paradiznik, soja, avokado, kivi,
petersilj. Dnevna potreba telesa po vitaminu K je 0,001 mg.

6. LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA VITAMINOZ

Raznovrstna prehrana vsebuje zadostne koli¢ine vitaminov, medtem ko neustrezna prehrana
lahko privede do pomanjkanja nekega vitamina. Znacilne klini¢ne spremembe imajo vzrok v
hipovitaminozi ali avitaminozi. Stevilne avitaminoze povzro¢ijo spremembe v razvoju in
rasti, pogoste so tudi spremembe na koZi. Hipervitaminoze so izjemno redke. Ne povzroca jih
prehrana, ampak ve¢ kot desetkratno predoziranje z vitaminskimi pripravki v terapiji, pri
samozdravljenju in kot rezultat ekstremno enoli¢ne prehrane.

Za zdravljenje avitaminoz se uporabljajo vitamini, ki jih pridobivajo z izolacijo iz naravnih
virov, s kemicno sintezo ali s pomoc¢jo mikroorganizmov. Koli¢ina vitaminov v posameznih
farmacevtskih pripravkih se izraza v mednarodnih enotah (IU).

6.1. Dolocevanje koncentracije posameznih vitaminov

V serumu ali plazmi se lahko doloca koncentracije vitaminov A, D, E, B, ali doloCenih
presnovkov (folna kislina), v urinu pa predvsem koncentracije vitaminov skupine B. Pri
dolocenih obolenjih se priporoca dolocanje znotrajceli¢ne vsebnosti vitaminov (folati, vitamin
C). Kadar ima vitamin pomembno koencimsko funkcijo, se doloca aktivnost nekaterih
encimov (npr. transketolaza (B;), glutation reduktaza (B,), transaminaze (Bg), ...). Za
ugotavljanje pomanjkanja vitaminov je najprimerneje meriti aktivnosti omenjenih encimov in
dolocati znotrajceli¢ne koncentracije vitaminov.

Trenutno je v slovenskih bolnisni¢nih laboratorijih najpogostejSe doloCevanje vitamina B,
folne kisline in vitamina D. Terciarni nivo ponuja tudi dolocitev vitaminov A in E.

Vzorec izbora je obicajno serum, lahko pa se preiskave izvedejo tudi v plazmi (antikoagulant




Li-heparinat ali K3-EDTA). Za dolocevanje folatov v eritrocitih je potreben odvzem krvi v
epruveto s K3-EDTA.

Vitamina A in E se doloCata v enem samem slovenskem laboratoriju in to s tekoc¢insko
kromatografijo visoke locljivosti (HPLC). Ostali vitamini se pa vecinoma merijo s
kemiluminiscentnimi imunokemijskimi tehnikami.

Pomanjkanje vitamina K se kaZe v koagulacijskih motnjah, kar se izraza v podaljSanem
protrombinskem c¢asu (INR - International Normalized Ratio) ter parcialnem
tromboplastinskem casu. S tem so izvedene posredne meritve aktivnosti vitamina K.
Priporocljivo je, da vsak laboratorij sam izdela ustrezne referencne orientacijske vrednosti za
posamezne koncentracije vitaminov, ki jih doloCuje. Referen¢ne vrednosti so namre¢ odvisne
tudi od metode, s katero se posamezen vitamin doloca.

Dolocevanje ostalih vitaminov verjetno ni potrebno, saj se veCina vitaminov skupine B v
presezkih izloca iz telesa. Dejstvo, da toksi¢nih u¢inkov vodotopni vitamini ne povzrocajo, je
dodaten razlog, da se le-ti ne dolo¢ajo. Vemo, da je askorbinska kislina v krvi stabilna 3 ure
pri 4°C, kar je verjetno tudi eden izmed razlogov, da se vitamina C v krvi ne doloca.

7. ZAKLJUCEK

Vitamini niso strukturne komponente naSega telesa kot so aminokisline ali maScobne kisline,
zato so potrebe telesa po vitaminih minimalne. Koncentracija vitamina v razli¢nih bioloskih
tekoCinah predstavlja prehodno stanje glede na vnos s hrano ali prehod iz organa v organ.
Merjenje presnovne aktivnosti, pri kateri je vitamin prisoten, predstavlja funkcionalni test za
dolo¢anje pomanjkanja ali zadostnosti dolo¢enega vitamina.
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SPLOSNO O DIHALNEM TESTU

Uvod

Dihalni test z uporabo stabilnega ogljikovega izotopa 13 je neinvazivno diagnosti¢no orodje v
znanstvenih in klini¢nih preiskavah Stevilnih fizioloSkih in patofizioloskih procesov. Temelji
na merjenju obogatitve ogljika v izdihanem zraku po zauZitju testnega obroka, ki vsebuje
oznaden C v specifi¢ni funkcionalni skupini molekule. "*C se v izdihanem zraku lahko meri
z masnim spektrometrom za analitiko stabilnih izotopov in z nedisperzivno infrardeco
spektrometrijo.

Princip dihalnega testa: Preiskovancu v tekoci ali trdni testni obrok vmeSamo snov, ki je
oznacena z ogljikovim izotopom 13. Sestavine testnega obroka upocasnijo praznjenje Zelodca
in podaljSajo kontaktni &as oznagene snovi z encimom. Ko se v Zelodcu snov, oznagena s °C,
razgradi v odvisnosti od koli¢ine prisotnega aktivnega encima, se BC izlo&i iz organizma z
izdihanim zrakom in ga je moZno detektirati (slika 1). Pojav presezka '*CO, v izdihanem CO,
nam pove tri razli¢ne tipe informacij: (1) prikazuje prisotnost encimske aktivnosti, (2) hitrost
in koli¢ino oznacene snovi v izdihanem zraku v dolo¢enem casovnem obdobju, kar lahko
pogosto poveZzemo s koli¢ino prisotnega aktivnega encima v telesu, in (3) lahko odraza
stopnjo fizioloSkega procesa ali pa kaZe na prisotnost tujka (npr. bakterije, encima ...). Vecina
ogljikovega dioksida, kar 60 % do 70 % se po krvi do plju¢nega tkiva prenaSa v obliki
bikarbonatnega iona. Med 10 % in 20 % se ga veZe na beljakovinski del hemoglobina in na
beljakovine v plazmi, manjs$i delez, sicer med 7 % in 10 % pa se prenasa raztopljen v plazmi
in v eritrocitih.

Merjenje ¥ CO, v izdihanem zraku

Paskusni abrok
Z 0Znacene snovjo

S KFI

B0, wstopi v knvni obtok
Slika 1: Princip dihalnega testa

Postopek izvedbe dihalnih testov

Pred izvedbo dihalnega testa mora biti preiskovanec teS¢ 12 ur, najbolje preko noci. Med
samim testom mora mirovati in ne sme kaditi, saj bi lahko prislo do hiperventilacije in s tem
do napacne interpretacije rezultatov testa. Prav tako ne sme jesti. Pije lahko le negazirano
vodo. Najmanj teden dni pred testom mora preiskovanec prenehati z jemanjem zdravil, ki bi
lahko imela vpliv na rezultate dihalnih testov. Vsa zgoraj naSteta navodila je potrebno striktno
upostevati, da ne pride do laZzno pozitivnih ali laZno negativnih rezultatov. Ce je potrebno test
ponoviti, ga lahko ponovimo Sele naslednji dan.

Prvi vzorec se odvzame pred zauZitim testnim obrokom ob casu ni¢ minut. Preiskovanec
pihne skozi slamico v epruveto toliko zraka, da se orosi. Nato se jo takoj zamasi (slika 2A).




Preiskovanec potem zauZije tekocCi ali trdni obrok, odvisno od preiskave (slika 2B). Sledijo
nadaljnji odvzemi vzorcev po enakem postopku, najveckrat v ¢asovnem razmaku 15 oz. 30
min (slika 2C). Stevilo zbranih vzorcev je odvisno od posamezne preiskave.

C

A B
ml 6?]_ - ‘ ‘® oL
o Y e ~ i

Vzorec izdihanega zraka ZauZijemo obrok Vzorce izdihanega zraka se
pred obrokom zbira na 15 oz. 30 min odvisno
o vrste testa

Slika 2: Postopek izvedbe dihalnih testov *C

Izrac¢un parametrov dihalnih testov

Rezultati dihalnih testov "°C so ponavadi podani kot odstotek izloenega BC v izdihanem
zraku glede na &as (% “C/h) in kot odstotek kumulativne koli¢ine izloCenega BC v merjenem
¢asu (% izdihanega 13C).

Izotopsko sestavo elementov v izdihanem zraku se lahko meri z masnim spektrometrom za
analitiko stabilnih izotopov (IRMS - Isotope Ratio Mass Spectrometry) in z nedisperzivno
infrardeCo spektrometrijo (NDIR — Non-dispersive Infrared Spectrometry). Slednja ima
manjSo analiticno natan¢nost kot masni spektrometer, vendar je cenejSa in enostavnejsa za
uporabo. Izmerjena izotopska sestava se izraza z vrednostjo delta (8), ki predstavlja relativho
razliko (presezek) izotopske sestave raziskovanega vzorca (vz) glede na izbrani standard (st)
in je izraZzena v promilih %o (enacba 1):

R -R
5= 1000 (1)
R

st

V enacbi 1 vrednost R pomeni razmerje med izotopi (°C/'?C) in je vedno podana kot
razmerje redkejSega, teZjega izotopa proti bolj pogostemu, laZzjemu izotopu, simboli Ry, in Ry
pa predstavljajo razmerja v vzorcu (vz) in standardu (st).

Aplikacije dihalnih testov

Dihalni testi se med seboj razlikujejo glede na vrsto bolezni, ki se jo lahko detektira (infekcija
s Helicobacter pylori, laktozna intoleranca, insuficienca pankreasa, jetrna disfunkcija), glede
na obcutljivost in specificnost, €as trajanja, Stevilo odvzetih vzorcev izdihanega zraka, ¢as, ki
potece med vzetimi zaporednimi vzorci, vrsto testnega substrata (tabela 1) in metodo merjenja
izotopske sestave. Trajanje dihalnih testov "°C je zelo razli¢no, od najkrajsega, ki traja 30 min
za detekcijo okuzbe s Helicobacter pylori, do 300 min, s katerim preverimo aktivnost
pankreati¢ne lipaze. Teko&i substrati imajo pri dihalnih testih '*C prednost pred trdnimi
substrati, predvsem zaradi krajSega ¢asa odvzemanja vzorcev.

Tabela 1: Aplikacije dihalnih testov *C v raziskavah in diagnostiki (8)

3C oznaéeni substrati Aplikacije v klini¢nih raziskavah in diagnostiki

OGLJIKOVI HIDRATI

Monosaharidi

Absorpcija heksoze in diagnoza sladkorne bolezni

Glukoza (diabetes mellitus); vpliv telesne aktivnosti na




metabolizem ogljikovih hidratov

Absorpcija heksoze in diagnoza sladkorne bolezni

Fruktoza . .
(diabetes mellitus)
Bolezni jeter; jetrna mikrosomalna biotransformacija;
Galaktoza ; 1
delovanje galaktoze-1-fosfat uridiltransferaze
Ksiloza Bakterijska okuzba Crevesja
Oligosaharidi
Pomanjkanje encima saharaze pri otrocih z
Saharoza . . . .
gastrointestinalnimi simptomi
P jkanj ima lak i ih
Laktoza omanjkanje encima laktaze pri otrocih z
gastrointestinalnimi simptomi
Maltoza Metabolizem ogljikovih hidratov in maS¢ob
Polisaharidi
Skrob Razgradnja in resorpcija; funkcija pankreasa; cisti¢na

fibroza

Polimeri iz glukoze

Metabolizem glikogena v jetrih; razgradnja in
produkcija energije

PROTEINI IN AMINO KISLINE

Proteini

Metabolizem proteinov

Kazein Steatoreja; razgradnja in resorpcija proteinov
Jaj¢ni beljak Metabolizem proteinov
Oznaceni proteini v jajcu Ocena razgradnje jajénih proteinov v ileumu
Alge Metabolizem
. Oksidacija aminokislin; raziskovanje vpliva diete pri
Leucin .
fenilketonuriji
Glicin Oksidacija aminokislin; ocena hitrosti praznjenja

zelodca

DL-Fenilalanin

Oksidacija aminokislin

L fenilalanin

Oksidacija aminokislin; ocena jetrne funkcije

Tirozin Ocena katabolizma tirozina

MLECNI PRODUKTI Metabolizem

LIPIDI

Lipidi Metabolizem mas¢ob; malabsorpcija mascob

Koruzno olje

Malabsorpcija mas$¢ob

Sojino olje

Malabsorpcija mascob

Trigliceridi

Metabolizem masc¢ob

3-oktanoil glicerol

Malabsorpcija mascob

1,3-disteril-2-octanoil glicerol

Malabsorpcija mas¢ob

Triolein

Malabsorpcija mas¢ob

Tripalmitin Malabsorpcija mas$¢ob
Trioktanoin Malabsorpcija maScob
KARBOKSILNE KISLINE

Mascobne kisline

Studije metabolizma miokarda

Acetat

Ocena hitrosti praznjenja Zelodca; pomanjkanje encima
dehidrogenaze

Oktanoi¢na kislina

Ocena hitrosti praznjenja Zelodca

Ketoizokaproic¢na kislina

Alkoholna jetrna steatoza

Glikoli¢na kislina

Malabsorbcija Zol¢nih kislin; bakterijska okuzba
Crevesja; enterohepaticna cirkulacija Zol¢nih kislin

Valproi¢na kislina

Epilepsija

KARBONILNE KISLINE IN




DERIVATI

Gastrointestinalni tranzitni ¢as; ocena hitrosti

Natrijev hidrogen karbonat N
praznjenja Zelodca

Urea OkuZzba s Helicobacter pylori

Glikolna kislina Gastrointestinalni tranzitni ¢as

Fermentacija v kolonu, orocekalni tranzitni Cas,

Laktozna kislina . oy
cekalni retencijski Cas

Propionat Pomanjkanje vitamina B12

ALKOHOL

Etanol Pomanjkanje aldehid dehidrogenaze

RAZNO

fmethyl- 1 3Clmethacetin Jeena obolenje hepatina mikrosomalna

1.3.7-metilkofein J etrna obolenj a';.hepatiéna mikrosomalna
” biotransformacija

Aminopirin J etrna obolenj a';.hepatiéna mikrosomalna

biotransformacija
Eritromicin Jetrna obolenja
Zakljucek

Problem dihalnih testov je, da razli¢ni laboratoriji uporabljajo razli¢ne koli¢ine in vrste hrane
kot tudi razli¢ne izotope. Zato so izvidi preiskav razli¢ni in je njihovo tolmacenje odvisno od
ustanove, ki preiskavo izvaja. Potrebno bi bilo standardizirati postopke glede kolicine
zauzitega oznacenega BC substrata, &asa testiranja, metode zbiranja vzorcev in metode
merjenja razmerja ~CO,/'*CO, (laser, infrardeda in masna spektroskopija). Standardni
protokoli bodo omogocali primerjavo rezultatov dihalnih testov BC med razli¢nimi
raziskovalnimi laboratoriji in omogocili lazjo interpretacijo za klinicno diagnozo ali za
spremljanje zdravljenja.

Pri prirojenih napakah metabolizma, verjetno pri katerikoli bolezni, je potrebno predvidevati
da so rezervoarji in tokovi ?CO, bistveno spremenjeni. Zato so v takih primerih izraduni §ibki
in konec koncev se je potrebno vrniti k invazivnim metodam za ustrezno interpretacijo
dihalnih testov, kot je odvzem krvi. Poleg tega bodo imele spremembe v izhodi$¢ni
koncentraciji izdihanega *CO, med samim testom vpliv na izratun dihalnega testa. Drug
problem je tudi, da je za natancen izracun potreben BMR (Basal Metabolic Rate = izraun
bazalnega metabolizma) in dejanski endogeno proizveden CO, v preiskovancu, kar v vecini
primerov ni znano. Ni lahko vzdrZevati stabilno endogeno produkcijo CO,, Se posebno pri
mlajsih otrocih, ki so tezko na miru, ali pri novorojenckih in majhnih otrocih, ki bodo
nasprotovali odvzemu vzorcev izdihanega zraka. Te omejitve so vzrok, zakaj dihalni testi Se
niso dosegli rutinske klini¢éne uporabe, Se posebno pri diagnostiki motenj delovanja jeter ali
prirojenih napakah metabolizma.

Glede na njihovo preprosto izvedbo in neinvazivnost bodo dihalni testi BC v prihodnosti
postali nepogresljivo orodje v klini¢nih raziskavah in diagnostiki, predvsem pri prehranskih
preiskavah, diagnostiki gastrointetstinalnih bolezni in motnjah v metabolizmu. Stevilo
substratov in s tem razli¢nih testov iz leta v leto narasca.

Literatura:
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OBOLENJA, KJER LAHKO V DIAGNOSTIKI UPORABLJAMO
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Pankreatitis je vnetje trebuSne slinavke. Navadno se pojavi zaradi aktivacije encimov znotraj
organa, namesto Sele kasneje v prebavni cevi. Ti encimi med drugim razkrajajo beljakovine in
mascobe, zato poSkodujejo tudi trebusno slinavko. Posledica je vnetna reakcija. V hujSih
primerih pride do krvavitev, nekroze tkiva, okuzb in nastanka cist. Encimi lahko zaradi vnetja
prehajajo v krvni obtok in poskodujejo pljuca, srce in ledvice.

Akutni pankreatitis (AP) je akutno vnetje pankreasa z razlicno prizadetostjo
peripankreaticnega tkiva in oddaljenih organov. Razvije se kot kompleks kaskadnih
imunoloskih dogodkov.

Akutni pankreatitis lahko povzrocijo Stevilni dejavniki. NajpogostejSi so Zol¢ni kamni in
alkohol, drugi vzroki so redki.

Mehanizem nastanka Se vedno ni povsem jasen.

Obstajata dve teoriji; mehanisticna in biokemicna. Slednjo potrjujejo Stevilni poskusi na
Zivalih. Po tej teoriji se AP razvije zaradi poSkodbe ali motnje pankreati¢nih acinusov, ki
spros€ajo encime (tripsin, himotripsin in elastaza) v pankreati¢no tkivo. Spro$¢eni encimi se
aktivirajo Ze v tkivu in povzrocijo avtodigestijo Zleze. Aktivirane proteaze (tripsin in elastaza)
in lipaza poSkodujejo tkivo in celicne membrane, povzro€ijo lokalno vnetje, edem, Zilne
poskodbe in nastanek intravaskularnih trombov, ¢emur sledi hemoragija in nekroza, po vstopu
v sistemski obtok pa sistemski vnetni odgovor in poskodbe oddaljenih organov.

sprofilec

sprostitey drugih encimoy: tripsin,

dlevara acinarnih celic intraacinarna aktivacija tripsing elastaza, fosfolipaza A2, drugi

Nl

nevtrofilzi, monociti, limfaciti

aktivacijavhethib celic )
endotelne celice

sproffanje mediatorjey IL-1, TMF-o, IL-6, TL-8, TL-10,
IL-11, MO, PAF

zgodnji lokalni: kolekeija tekogine, nekroza
zapleti sistemski: SIRS, ARD S, poved ana prepustnost
Zil. hipovalenija

Slika 3: Patofiziologija akutnega pankreatitisa

Klini¢na slika je v zacetku bolezni pri vseh bolnikih podobna. Vodilni simptom je bolecina v
trebuhu; mocna, lokalizirana v Zlicki ali ob popku, se stopnjuje in Siri zadaj v hrbet in/ali
navzgor v prsni ko§. Nastopi ponavadi po mastnem obroku ali po obdobju intenzivnega pitja
alkohola. Po 15 minutah doseZze maksimalno jakost in takSna tudi ostane. Bolnika sili na
bruhanje ali pa res bruha, to je lahko hudo in neustavljivo. Hudo vnetje povzro¢i pomembno
sekvestracijo tekoCine v retroperitonej in peritonealno votlino; lahko se izgubi do 6 L
tekoCine. Bolnik je zato dehidriran, hipovolemi€en, hipotenziven in tahikarden, pride lahko
tudi do hipovolemi¢nega Soka.




Kadar so vzrok pankreatitisa Zol¢ni kamni, lahko bole¢ino spremlja zaporna zlatenica ali
znaki akutnega holangitisa z vro¢ino (do 39°C) in mrzlico. Ce vrodina nastane v prvih nekaj
dneh, je posledica vnetnih citokinov pri sterilnem AP, ki pojenja takoj, ko se vnetje umiri. Ce
pa se pojavi kasneje, v drugem ali tretjem tednu, pa je znak okuZbe nekroze. Koncentracija
citokinov in drugih posrednikov vnetja v krvi je premo sorazmerna jakosti bolezni.
Podobne mikrovaskularne spremembe, kot se dogajajo v pankreasu, se pricnejo dogajati tudi
v oddaljenih organih in povzrocijo njihovo disfunkcijo in odpoved. Najpogosteje prizadeti
organi so pljuca in ledvice (vzdrZzevanje GFR).
Klini¢ne simptome spremljajo hude metabolne motnje, spremembe v elektrolitskem in
acidobazi¢nem ravnoteZju, hipokalciemija, vro€ina, levkocitoza, porast CRP in padec
hematokrita.
Diagnoza akutnega pankreatitisa obsega zacetne laboratorijske teste in slikovne preiskave.
Slikovne preiskave:

¢ nativni RTG abdomna

e ultrazvok trebuha

e (T ali MR trebuha
Laboratorijski testi:

¢ hemogram in diferencialna bela krvna slika
amilaza
lipaza
CRP
jetrni testi: AST, ALT, bilirubin (celoten in direktni), AF, yGT
elektroliti
seCnina, kreatinin
kalcij
lipidogram
urinski testi: amilaza, lipaza, TAP (tripsin aktivirajoci protein)
glukoza
protrombinski ¢as in INR pri sumu na akutni biliarni pankreatitis

Amilaza in lipaza sta v prvih dneh bolezni zviSani pri 90 % bolnikov. Ob znacilni klini¢ni
sliki zado$¢a za diagnozo 3-5-kratno zviSanje aktivnosti encimov, vendar viSina koncentracije
ni sorazmerna s klini¢no sliko in o jakosti pankreatitisa ne pove nic.

Lipaza ostaja zviSana dlje, tudi en teden. Ponavadi, e se bolnik zatece k zdravniku kasneje, je
zviSana le Se ta.

Amilaza je v urinu povecana Se kak dan dlje kot v serumu, zviSana ve¢ kot teden dni po
zaCetku bolezni pa napoveduje zaplete. ZviSana serumska amilaza pa ni specifi¢na za akutni
pankreatitis, lahko je zviSana Se pri drugih boleznih s podobno klini¢no sliko (akutni hepatitis,
holecistitis, holangitis, izvenmaternicna nosec¢nost, peritonitis, perforiran Zelod¢ni ali
duodenalni ulkus, zdravila, diabeti¢na ketoacidoza, bronhialni karcinom idr.).

Okoli 80 % bolnikov z akutnim pankreatitisom ima blaZjo obliko bolezni, ki se v nekaj dneh
umiri. Pri priblizno 20 % pa poteka v hudi obliki. Pojavijo se zapleti, ki brez ustrezne nege in
terapije lahko povzrocijo smrt bolnika. Zato so uvedli klinicne in biokemic¢ne napovedne
kazalce, ki opozorijo klinika, da bolniku grozi razvoj nekrozantnega pankreatitisa.

Za oceno jakosti uporabljamo Ransonove kriterije in kriterije APACHE II. Prednost kriterijev
APACHE 1I je, da jih lahko uporabljamo za oceno stanja ves ¢as bolezni, medtem ko
Ransonove samo v prvih 48 urah.

Bolniku opravimo preiskave in meritve, ki so potrebne za ocenitev kriterijev.




Ransonovi kazalci
Pri sprejemu v bolni$nico
e starost > 55 let
e levkociti > 16 x 1071
e glukoza v krvi > 10 mmol/l

e AST>2,0 pkat/l
e LDH > 5,83 pkat/l
V 48 urah pa

e padec HT > 10 %

serumski Ca < 2 mmol/l

pO, < 8 kPa

presezek baz >4 mmol/l
volumski deficit > 6 1 tekoCine

Tabela 2: Kazalci APACHE 11
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Ransonovi kazalci temeljijo na 10 klini¢nih znakih, 5 jih merimo ob sprejemu, saj
napovedujejo jakost vnetja, 5 pa 48 ur po prihodu v bolniSnico. Ti oznacujejo sistemske
ucinke vnetnih mediatorjev in prizadetost organov. Ve¢€ kot trije Ransonovi kazalci v prvih 48
urah ali kazalci APACHE II nad 8 tock kaZejo na razvoj hudega pankreatitisa.

Ne eni, ne drugi pa ne morejo napovedati poteka akutnega pankreatitisa v prvem dnevu, zato
se i8¢e nove, zanesljivejSe kazalce. Do sedaj je bil najuspesSnejSi TAP, ki se zviSa Ze zelo




zgodaj in tak tudi ostane. Dolo¢amo ga v urinu. Napovedovalec hudega pankreatitisa je tudi
visok dvig koncentracije CRP ( > 150 mg/1) ali padec hematokrita, ki se ne popravlja.

Kroni¢ni pankreatitis (KP) je kroni¢no vnetje trebusne slinavke, ki ga oznacuje napredujoci
propad Zleznega parenhima in fibroza z izgubo ekso- in endokrine funkcije Zleze ter
spremembe pankreatinih izvodil z dilatacijami in pankreatoliti. Znacilna je kroni¢na
bolecina, ki prehaja v nevropatsko.

Vecina raziskav KP je bila narejenih zaradi alkohola. Znacilnosti bolezni so vnetje, atrofija
Zleze, spremembe v vodih in fibroza. Nastanek je verjetno povezan s podaljSano
izpostavljenostjo toksinom in oksidativnim stresom. Pri tem zgodnje in pozno vnetje povzroci
nastanek profibroti¢nih celic, vkljucno s stelatnimi celicami, ki tvorijo kolagen in matriksne
metaloproteaze. Sledi periacinarna fibroza in kroni¢ni pankreatitis.

Etanol povzroci proliferacijo pankreati¢nih stelatnih celic preko PDGF in NADPH. Vpleteni
pa so tudi prosti radikali, ki nastajajo pri pretvorbi ksantinske dehidrogenaze v oksidazo.
Avtoimuni pankreatitis je redka bolezen, za katero so znacilni avtoimunsko vnetje, limfocitna
infiltracija, fibroza in pankreati¢na disfunkcija.

Kronic¢ni pankreatitis lahko poteka v obliki ponavljajoCih se akutnih zagonov ali pa s stalno
bolec¢ino in malabsorpcijo zaradi insuficience eksokrine Zleze. Zaradi insuficience endokrine
Zleze pa nastane sladkorna bolezen. Pojavijo se tudi simptomi obstrukcije Zol€evoda,
dvanajstnika ali velikih zil.

Prisotni so steatoreja, hujSanje, pomanjkanje vitaminov in slabost.

Diagnoza sloni na kliniéni sliki, laboratorijskih izvidih, morfoloski diagnostiki in
funkcionalnih testih. Za KP je znacilen trias bolecine, steatoreje (izlo¢anje v blatu ve¢ kot 7g
mascobe/dan) in sladkorne bolezni.

Laboratorijske preiskave so navadno normalne, vkljuéno s serumsko amilazo in lipazo.
Stevilo levkocitov in elektrolitov v serumu je obi¢ajno normalno. Do elektrolitskih moten;
pride le, kadar bolnik mo¢no bruha. Koncentracija encimov je lahko normalna, Ceprav je
steatoreja Ze razvita. Pojavi se pri napredovalem KP, ni pa zanj specifi¢na; prisotna je tudi pri
malabsorpciji zaradi bolezni ozkega Crevesa.

Izbor preiskav, njihovo zaporedje in kombinacija so odvisni od individualne klini¢ne slike,
bolnikovih tezav in tehni¢nih in ekonomskih moZnosti okolja, v katerem se izvajajo.

Tabela 3: Laboratorijski testi, ki se uporabljajo za ocenitev stanja bolnika pri sumu na
kroni¢ni pankreatitis

TESTI ZAZNAMKI
Kompletna krvna slika Povisani pri infekciji, absces
Serumska amilaaza in lipaza Nespecificna za kroni¢ni pankreatitis
Celotni bilirubin, AF, in jetrne Povisani pri biliarnem pankreatitisu in duktalni
transaminaze obstrukciji
Glukoza v serumu na tesce ZviSana napoveduje pankreaticni diabetes
Pankreati¢ni funkcionalni testi V¢asih uporabni pri zgodnjem KP z normalnim CT-
jem ali MRI
Ocena mascob v blatu > 7 g maS€ob/dan je abnormalno; kvantitativno;
potrebno 72 ur; mora biti na dieti z 100 g mascobe na
dan
Elastaza v blatu < 200 mcg per g (0.20 g per kg) blata je abnormalno;

neinvazivno; eksogeni pankreati¢ni nadomestek ne bo
spremenil rezultatov, potrebno le 20 g blata.




Sekretinska stimulacija Maksimalna bikarbonatna koncentracija < 80 mEq/L
(80 mmol/L) pri duodenalni sekreciji; najboljsi test za
diagnozo pankreati¢ne eksokrine insuficience.

Serumski tripsinogen < 20 ng /mL (0.83 nmol / L) je abnormalno
Lipidi Signifikantno poviSani trigliceridi so redek vzrok KP
Kalcij Hiperparatiroidizem je redek vzrok KP
Antiimunoglobulin G4 v serumu, Nenormalnosti lahko kaZejo na avtoimuni

antinuklearno protitelo , revmatoidni  pankreatitis.
faktor, hitrost sedimentacije
eritrocitov

Testi so nasteti glede na pogostost izvajanja: od najpogosteje do najredkeje

Slikovne preiskave — morfoloska diagnostika:
RTG trebuha
Uz
CT
MR s kombinacijo MRCP'
ERCP?
EUZ’
e PEPS*
Funkcionalni testi
Teste delimo na direktne in indirektne.

DIREKTNI
Merimo izlocanje bikarbonata, pankreati¢nih encimov in ugotavljamo sestavo pankreati¢nega
soka:

e sekretin in sekretin-holecistokininski test

e sekretin cerulein test

¢ Lundhov test

Direktni test temelji na spodbujanju Zleze k mo¢nem izloc¢anju soka - s hrano (Lundhov test)
ali z i.v. injekcijo sekretagoga (sekretina ali sekretina in holecistokinina). Sledi Erpanje
pankreati¢nega soka iz dvanajstnika - duodenalna intubacija - ali celo iz pankreati¢nega voda.
Po intubaciji analiziramo vsebino.

Direktni testi za merjenje eksokrine funkcije pankreasa so zlati standard, ker imajo visoko
obcutljivost in specificnost, vendar so invazivni, dolgotrajni in dragi. So neprimerni za
veckratno testiranje. Za izvedbo morajo uvesti sondo v dvanajstnik, lego sonde pa preveriti z
rentgenskim slikanjem. Osnovna pogoja testa sta pravilna lega sonde in volja bolnika, da se
med izvedbo ne premakne — test traja 1 uro. Vecina bolnikov test odkloni, saj je neprijeten.
Izvaja ga le nekaj gastroenteroloskih enot v Evropi in ZDA. V Sloveniji se ne izvaja.

INDIREKTNI

Indirektni testi potekajo brez sonde, so neagresivni in jih pogosteje uporabljamo v klini¢ni
praksi.

' MRCP - magnetic resonance cholangiopancreatography- magnetnoresonancna holangio-pankreatografija
2 . -
ERCP - endoskopska retrogradna holangiopankreatografija
*EUZ - endoskopski ultrazvok
* PEPS - opti¢na in elektronska pankreatoskopija




Temeljijo na pretvorbi z izotopom ali barvilom oznacene kemicne spojine, ki v dvanajstniku
zapade encimski digestiji z enim od pankreati¢énih encimov. Kadar je delovanje encimov
normalno, lahko odcepljeni del molekule, oznacen z izotopom, izmerimo v seu, blatu ali
izdihanem zraku. Kadar je delovanje encimov zmanjSano, je izmerjena koncentracija niZja,
lahko celo odsotna.

e NBT-PABA

e Pankreolavrilni test-fluorescein dilavrat test

® Analiza blata: - masc¢obe — IR reflekcijsak tehnika
- himotripsin (kolorimetri¢na tehnika)
- pankreati¢na elastaza - 1(ELISA)

Serumski tripsin

Dihalni testi

N-benzoyl-L-tyrosyl-p-aminobenzoic acid test (NBT-PABA)

Bolnik zauzije substrat (NBT-PABA), ki ga hidrolizira pankreati¢ni encim himotripsin v NBT
in PABA. Metabolit PABA, ki v reakciji nastane, se absorbira, konjugira in izlo¢i z urinom,
kjer ga lahko izmerimo.

Urin se zbira 6, 8 ali 9 ur. Ponavadi je 6 ur dovolj. Celotno koncentracijo aromatskega amina
v urinu detektiramo spektrofotometri¢no.

Analiza blata

Ocenjevanje eksokrine funkcije pankreasa ponavadi zahteva zbiranje blata, v katerem se
doloca koli¢ina maScob ali encimov (himotripsin in elastazo). Metoda ni dovolj obcutljiva in
ni primerna za ponavljanje.

Pankreati¢na elastaza-1 v blatu

To je specifi¢na ¢loveska proteaza, ki jo sintetizirajo pankreati¢ne acinarne celice. Proteaza je
izjemno stabilna, zato jo lahko kvantitativno merimo v blatu. Koncentracijo merimo z
imunoencimsko metodo, detektiramo pa fotometri¢no. Za blaZje pankreatitise je obcutljivost
testa 63 %, za srednje in hude pa 100 %. Specifi¢nost je 93 %.

Dihalni testi

Dihalni test *C temelji na merjenju razmerja med "°C in '>C v izdihanem CO, , po zauZitju
dologenega hranila, obroka ali drugega substrata, ki vsebuje °C.

Be je neradioaktivni stabilni izotop ogljika; njegova naravna prisotnost je 1,11 % vsega
ogljika.

Preiskovanec zauZije substrat, ki je relativno bogat s *C. Po absorpciji substrat vstopi v
oksidativni metabolizem, se vkljuci v razli€ne organske metabolite vkljucno z bikarbonatom,
proteini, mas¢obami in ogljikovimi hidrati. Kon¢ni produkt oksidativnega metabolizma je
CO; in voda, ki ju izlo€¢imo z izdihom. Vzorec, ki ga analiziramo, je izdihan zrak, iz katerega
lo¢imo CO; od drugih sestavin zraka. Preiskovanci izdihavajo v posebno izdelano vreco.

Na podlagi razlike v enem nevtronu med BC in "C lahko z masnim spektrometrom ali
masnim spektrometrom razmerja izotopov (IRMS) dologimo relativno vsebnost *C v
izdihanem CO,.

Ce je funkcija trebusne slinavke normalna, bomo izdihali priblizno 300 mmol COo/m’telesne
povrSine na uro. Ko pa je njena funkcija zmanjSana, se zmanjSa koncentracija encimov za
prebavo hranil in temu primerno tudi absorpcija, oksidacija in koncentracija izdihanega CO,
iz pljuc.

Vzorci se vzamejo pred zauZitjem — za bazno linijo — in med dolo¢enimi ¢asovnimi intervali
po zauZitju dolocenega substrata.




Izmerjeno razmerje izotopov v vzorcih se izrazi kot relativna razlika (6 na ml v %) med
vzorcem in mednarodnim standardom.

0Od C v izdihanem zraku pa moramo vedno odSteti bazno linijo, ker se, kot Ze omenjeno,
naravno pojavlja v nasi prehrani, zato se vsebnost spreminja glede na dieto.

Na izbiro je ve€ tipov substratov, izbor pa je odvisen od encima trebusne slinavke, ki mu
merimo aktivnost.

Razli¢ni lipidni substrati se uporabljajo za merjenje aktivnosti lipaze, Be obogateni Skrob za
amilazo, *C-dipeptidi za proteaze ali peptidaze.

Zaenkrat je obcutljivost metode najboljSa pri lipidnih substratih, saj se intraduodenalna
lipazna aktivnost zniZza v zgodnejSih fazah bolezni pankreasa v primerjavi z drugimi
pankreati¢nimi encimi.

Lipidni substrati
Absorpcijo mascob lahko razdelimo v 3 faze: - lipoliza (lipazna odvisnost), solubilizacija
(odvisnost od Zol¢nih soli), mukozni privzem (funkcionalna integriteta epitelija). Lipoliza je
prva faza, zato je zelo primerna za diagnostiko eksokrine funkcije pankreasa.
Do sedaj uporabljeni so: trioktanoin, triolein, tripalmitin, holesteril-oktanoat, meSani
trigliceridi (1,3-distearil 2-oktanil glicerol, hiolein).
Test temelji na hidrolizi do npr. PMK in monoacilgicerola z lipazami, vgraditve metabolitov v
micele, njihove absorpcije, resinteze in transporta v jetra. Lipoliticni hepati¢ni encimi
sprostijo BC oznagene MK, ki so potem podvrZene B-oksidaciji, pri kateri nastajata CO, in
voda. CO; se transportira po krvi do plju¢, kjer ga izlo¢imo z izdihanjem.
Uporabnost substratov

¢ Trioktanoin
Njegova absorpcija je regulirana z lipolizo, zato lahko z njim lo¢imo med pankreaticno
insuficienco in pomanjkanjem Zol¢nih soli.

¢ Triolein
Absorpcija je odvisna od vseh faz, zato je primeren za locitev med osebki s steatorejo
(katerega koli razloga) in tiste brez okvare v metabolizmu ali absorpciji.

¢ holesteril -[1-13C]0ktan0at
Hidrolizirajo ga le pankreatiCne lipaze, na pa tiste v Zelodcu in slini. Za absorpcijo ne
potrebuje solubilizacije in tvorbe micelov. Oktanojska kislina se zato hitro privzame in zapade
metabolni oksidaciji. Encim hidrolizira vez med BC oktanoatom in holesterolom, zato je
primeren za merjenje aktivnosti izkljuno pankreaticnih encimov, vendar se do sedaj
uporablja le za eksperimentalne namene. Rezultati kaZejo na dobro specificnost, a omejeno
obcutljivost pri steatoreji nepankreati¢nega izvora. Diagnosti¢ni pristop bi se lahko izboljsal z
uporabo dodatnega substrata — npr. Na-[1-"*CJoktanoata, ki bi izklju¢il mozZno motnjo
absorpcije.

¢ Mesani trigliceridi
1,3-distearil 2-oktanil glicerol
Primeren je za merjenje pankreaticne lipazne aktivnosti. Hidroliza 1. in 3. stearilne skupine je
omejujo¢ dejavnik metabolizma, kar pa je klju¢no za boljSo specifi¢nost metode.
Hiolein
je derivat iz alg, triglicerid vec¢inoma dolgih mascobnih kislin. S tem substratom lahko lo¢imo
bolnike s steatorejo, zato je primerna alternativa testu analize fecesa. Test hitro pokaze
postprandialno asimilacijo - (pretvorbo mascob v CO,), medtem ko pri analizi ma$¢ob v
fecesu dobimo rezultat, ki je povprecna vrednost standardnih mas¢ob zauZitih v treh dneh.
Analize kaZejo, da so testi z meSanimi trigliceridi zelo obcutljivi pri napredovali stopnji
insuficience eksokrinega izlocanja trebusne slinavke, vendar pa je obcutljivost omejena pri
detekciji zacetne stopnje.




Testi z lipidnimi substrati bi lahko bili moderna alternativa za trenutno dostopne pankreati¢ne
funkcionalne teste, vendar pa specifi¢nost v€asih ni dovolj visoka zaradi vpliva Zelod¢ne
lipaze, biliarne sekrecije, gastrointestinalnega prehoda in absorpcije. Vsi ti dejavniki vplivajo
na vsebnost izdihanega 13COz, kar lahko daje lazno pozitivne rezultate. Tudi obcutljivost ni
velika.

Testi, pri katerih uporabljamo substrate z daljSimi mas¢obnimi kislinami, zahtevajo daljsi ¢as
analize (6-8 h) v primerjavi z meSanimi trigliceridi.

Skrobni substrati

Prebava Skroba ni specifi¢na za pankreati¢no funkcijo, saj se prebava Skroba zacne Ze v ustih
z amilazo, ki jo izlo¢ajo Zleze slinavke, tudi ne dovolj obcutljiva za zacetne stopnje
insuficience, saj se izlo€anje encima zmanjSa Sele pri napredovalih stopnjah insuficience. Ne
absorbiran Skrob pa zapade tudi fermentaciji do 5CO, v kolonu s pomodjo bakterij. Ceprav je
substrat Siroko dostopen in poceni, ima test slabo obcutljivost pri detekciji insuficience
trebusne slinavke.

Peptidni substrati

Podobno kot pri $krobu proteolize ne vrijo le pankreati¢ne proteaze. Zelodéna kislina in
peptidaze v S¢etkasti membrani prav tako prispevajo k proteolizi. Vendar novejse raziskave z
novimi substrati kazejo na boljSe rezultate.

V raziskavah je Bz-Tyr-Ala dipeptid (benzoil-L-tirozil[1-"*Clalanin), ki je odporen na
aminopeptidaze in esteraze, cepi ga le karboksipeptidaza. Poleg tega substrata pa preiskovanci
zauzijejo samo L-[1-"*C]alanin za izkljucitev mozne slabe absorpcije in metabolizma.

PREDNOSTI IN SLABOSTI

Vecina dihalnih testov dobro zazna napredovalo stopnjo odpovedi, ne pa mile, zaCetne
stopnje. Se najbolj ob¢utljivi so testi za funkcijo lipaze, vendar pa je tudi pri tem testu
vsebnost 13C02 odvisna Se od Zelod¢ne lipaze, Zol¢nih soli; pri jetrnih boleznih, sindromu
iritabilnega kolona bo test pozitiven kljub normalni aktivnosti pankreasa. Te laZzne rezultate
lahko izklju¢imo s soCasnimi kontrolnimi testi za delovanje teh organov.

Pri testih za merjenje mascobe v blatu se te pojavijo, Sele ko so vsi adaptivni mehanizmi
iz¢rpani — pri 90 % zmanjSanju izdihanega CO; oziroma 90 % zniZanju izloCanja pankreati¢ne
lipaze. Velika rezervna kapaciteta pankreasa je razlog, da se steatoreja pojavi Sele v pozni fazi
kroni¢nega pankreatitisa, zato so s tega vidika dihalni testi klju¢nega pomena. Ker so varni, so
primerni tudi za dojencke, otroke in dojece matere.




HELICOBACTER PYLORI

SPLOSNO O OBOLENJU

Okuzba s H. pylori je najpogostejSa okuzba pri ljudeh, saj je z njo okuZena vec kot polovica
Clovestva. Bakterija H. pylori je vpletena v nastanek aktivnih kroni¢nih obolenj Zelod¢ne
sluznice. Ima razli€ne patogene dejavnike in se lahko izredno gensko spreminja ter se tako
prilagaja posebnim Zivljenjskim razmeram na Zelod¢ni sluznici. Spada v skupino
karcinogenih mikrobov prvega reda.

Odkritje H. pylori in njenega pomena pri gastroduodenalnih boleznih je eno najpomembnejSih
spoznanj v gastroenterologiji v zadnjih 30 letih. Po zafetnem dvomu glede pomena te
bakterije velja danes H. pylori za glavnega povzrocitelja sprememb v Zelod¢ni sluznici, kar je
bilo tudi formalno potrjeno leta 1994 na konferenci v ZDA in objavljeno v reviji ameriSkega
zdruZenja JAMA).

Zdravnika Barry J. Marshall in J. Robin Warren sta leta 1982 z odkritjem bakterije
Helicobacter (H.) pylori, najprej poznane kot Campylobacter (C.) pylori ali pyloridis, v
biopti¢nih vzorcih Zelod¢ne sluznice pri €loveku in potrditvijo njene kljucne etioloske vloge
pri nastanku gastritisa in ulkusne bolezni Zelodca in dvanajstnika bistveno spremenila
dotedanje pojmovanje o patogenezi in na¢inu zdravljenja teh bolezni. Za to odkritje sta prejela
leta 2005 tudi Nobelovo nagrado. Z odkritjem bakterijskega povzrocitelja se je pokazala
moznost vzro¢nega zdravljenja. Te bolezni so priceli zdraviti tudi z antimikrobnimi zdravili.
Nesporno ima H. pylori najpomembnejSo vlogo pri patogenezi ulkusne bolezni Zelodca in
dvanajstnika ter pri kroni¢nem gastritisu, pomembno vlogo pri nizkomalignem limfomu B
tipa MALT in nastanku raka Zelodca, s ¢imer je povezan tudi pomen odstranitve te bakterije.
Z odstranitvijo te bakterije se odstotek ozdravitve zviSa prek 90 %, tveganje za ponovni pojav
bolezni pa se zniza tudi pod 10 %.

Zelo verjetno okuZzba ni etioloSko povezana s simptomi funkcijske dispepsije. Vecina
bolnikov s kroni¢no razjedo na Zelodcu in dvanajstniku ter nekatere bolnike z limfomom
MALT lahko pozdravimo samo z ustreznim antimikrobnim zdravljenjem. Tako privar¢ujemo
znatna sredstva v zdravstveni blagajni in pred to boleznijo reSimo Stevilne bolnike. Po drugi
strani pomeni nepravilno zdravljenje veliko potrato denarja ter razvoj odpornosti proti
antibiotikom pri bakteriji H. pylori in pri drugih bakterijah.

Okuzba z bakterijo H. pylori je ena najpogostejSih okuZzb pri ljudeh, ki spremlja ¢lovestvo Ze
iz pradavnine, saj so Ze pri veC tiso¢ let starih mumijah odkrili okuZbo z njo in z
dokazovanjem genetskih znacilnosti te bakterije so lahko tudi zasledovali, od kod in kam so
se ljudje preseljevali.

Okuzba s H. pylori se pojavlja pri 40-50 % populacije v razvitih drzavah in pri 80-90 %
populacije v drzavah v razvoju. Pojavnost okuZbe je za razviti svet ocenjena na 0,5 % letno,
za drzave v razvoju pa 3-10 % letno.

V nerazvitem svetu se vecina prebivalstva okuZi Ze v otroS$tvu. Na stopnjo okuZenosti vplivajo
ob socialno-ekonomskem statusu Se z njim povezana razlika v bivalnem standardu in osebni
higieni, oskrba s kakovostno pitno vodo in moZnostjo meSanja fekalij z viri pitne vode ter
uporaba fekalij pri pridelavi hrane.

Tudi v razvitih drZavah je okuZenost vec¢ja med revnejSimi sloji. Odrasli se v razvitih drzavah
redko okuZzijo s H. pylori. Vi§ja stopnja okuZenosti z bakterijo v razvitem svetu pri starejsi
populaciji je po vsej verjetnosti bolj posledica slabih higiensko-epidemioloskih in
ekonomskih razmer tega prebivalstva v mladosti kot pa velikega letnega tveganja okuzbe v
odrasli dobi.

Pri vecini je okuZba dosmrtna, redke izjeme spontano ozdravijo.




Podatki iz leta 1991 kaZzejo, da je bilo v Sloveniji v starostni skupini do 20 let pozitivnih 38 %
preiskovanih serumov. Vrh prekuZenosti je bil v starostni skupini med 30. in 39. letom, saj je
bilo pozitivnih kar 73,5 % preiskovanih serumov. Med vsemi serumi (242 zdravih
preiskovancev) je imelo 51,6 % testiranih protitelesa proti H. Pylori. Ceprav je okuZenih
veliko ljudi, pa le nekateri razvijejo klini¢no sliko.

Epidemioloski dejavniki, kot so starost bolnikov, socialno-ekonomski status in bivalne
razmere so dejavniki tveganja za okuzbo s H. pylori. Bakterija je 'in vitro' obcutljiva za
Stevilna antimikrobna zdravila: amoksicilin, makrolide, nitrofurane, tetracikline,
aminoglikozide, imidazole (metronidazol, tinidazol), kinolone, rifampicin in tudi bizmutove
soli. Vendar obcutljivost 'in vitro' ni vedno porok za klini¢no uspe$nost in izkoreninjenje.
Bakterija Helicobacter pylori je mikroaerofilna, po Gramu negativna, 0,5 x 3 do 5 pm velika
spiralna bakterija, ki se lahko svedrasto giblje s pomocjo Stirih do Sestih bickov. Z njo je
okuZena veC kot polovica €loveStva, najdemo jo pa tudi pri primatih, prasi¢ih in mackah.
Najdemo jo lahko le na Zelod¢ni sluznici, saj je specializirana za Zivljenje na njej. Ima moc¢an
tkivni tropizem (potuje glede na smer, iz katere prihajajo dolo¢eni kemicni ali fizikalni
drazljaji) in se naseli samo na celice z gastriénim fenotipom: Zelod¢ni epitelij, gastricna
metaplazija v dvanajstniku. Kolonizira Zelodec in povzroca kroni¢no vnetje. H. pylori lahko
okvari Zelod¢no sluznico neposredno ali posredno prek vpliva na homeostazo izloCanja
kisline. Nahaja se predvsem v globljih plasteh sluzi, tik ob povrSini epitelijskih celic. Ni
invazivna, v celice ne prodira, ampak se nanje prilepi.

Ceprav je izlo¢anje HCI v Zelodcu moéna obramba proti bakterijski okuzbi, se je H. pylori
prilagodila Zivljenju v tem okolju. To ji omogoc€ajo vdor v mukusni sloj, gibanje v mukusu,
bivanje in razmnoZevanje v kislem okolju, pripetje na epitelne celice in izogibanje
imunskemu odgovoru.

Za kolonizacijo je pomembna gibljivost, ki jo omogocajo bicki. Umesti se v sloj med sluzjo in
epitelijem in v tem, manj kislem okolju, tvori velike koli¢ine encima ureaze.

Ureaza hidrolizira ureo v amoniak in ogljikov dioksid. Deluje v okolici in v notranjosti
bakterije. V reakciji vode in amoniaka nastaja amonijev hidroksid, kar vodi do hitrega porasta
pH vrednosti. Tako v svoji neposredni okolici ustvari okolje za prezivetje (pH med 4 in 7).
Amoniak pa tudi okvarja sluznico. Ureaza igra tudi poglavitno vlogo v vzdrZevanju
intracelularnega pH. V citoplazmi bakterijske celice je prisotna tudi zato, da oskrbuje celice z
amonijakom in duSikom, ki sta nujna gradnika aminokislin. Tako skrbi za celicno homeostazo
bakterije. Njeno aktivnost pa uravnava koncentracija uree.

Akutna okuzba je lahko popolnoma asimptomatska, pri vecini okuZenih pa se pokaZze s
simptomi dispepsije. Pri teh bolnikih se dispepsija razvije nekaj dni po okuzbi s H. pylori,
pojavijo se bolecine v epigastriju, slabost, bruhanje in zadah. Simptomi v nekaj dneh minejo.
Akutna okuzba navadno preide v kroni¢no. Kroni¢na okuzba lahko poteka asimptomatsko in
pri nekaterih ljudeh povzro¢i simptome Sele takrat, ko se razvije razjeda Zelodca ali
dvanajstnika. Pri 50 % bolnikov pa ostaja asimptomatska okuZzba prisotna celo Zivljenje.

H. pylori povzroc¢a gastritis pri okuZenih ljudeh. Zacetni vnetni odgovor sestoji iz nevtrofilnih
levkocitov, ki mu sledijo limfociti T in B in makrofagi. Zato je ob akutni okuZbi prisoten
nevtrofilni gastritis. Vnetno dogajanje spremlja okvara epitelijskih celic.

Okuzba s H. pylori spodbudi mocan sistemski in mukozni humoralni odgovor; povzroci
nastanek specifi¢nih protiteles tipa IgA in IgG, ki jih lahko dokazujemo v serumu. Nastanek
protiteles pa ne omogoci eradikacije okuzbe. Dogajanja na molekularni ravni spremljajo
histoloske in funkcionalne spremembe Zelod¢ne sluznice. Nekaj dni po okuZzbi se razvije
nevtrofilni pangastritis (po celem Zelodcu) in prehodna aklorhidrija, ki lahko traja od 50 do
250 dni.

Akutna faza okuzbe je enaka pri vseh okuzenih ljudeh. Nadaljnji razvoj okuzbe pa lahko
poteka po treh razli¢nih poteh:




1) razporeditev bakterije po celem Zelodcu (pangastritis) = kronicni aktivni gastritis =
lahko vodi v MALT;

2) razporeditev bakterije preteZno po antrumu (antralni gastritis) = lahko vodi v
duodenalno razjedo, MALT;

3) razporeditev bakterije pretezno po korpusu (korpusni gastritis) = lahko vodi v

Zelodéno razjedo, Zelodénega raka, MALT;
4) asimptomatsko
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Slika 4: Mozni izidi okuzbe z bakterijo H. pylori

DIAGNOSTIKA OKUZBE

INVAZIVNE METODE (vezane na endoskopijo)

1.

Hitri biopti¢ni ureazni test (HUT)

Temelji na sposobnosti razgradnje seCnine (uree) s pomocjo bakterijskega encima
ureaze v amonijev ion in bikarbonat. Zaradi te reakcije se poveca pH, kar bakteriji
omogoca prezivetje v kislem Zelodénem okolju. Pri diagnosticnem testu pa povecan
pH spremeni barvo indikatorja iz slamnato rumene v rdeco. Zdravnik test opravi takoj
ob gastroskopiji na odvzetem koS¢ku Zelod¢ne sluznice (biopt). Pozitiven rezultat je
potrditev okuzbe. Hitrost reakcije je premosorazmerna koncentraciji H .pylori v
vzorcu in je lahko v nekaterih primerih zaradi majhnega Stevila bakterij tudi lazno
negativen. LaZno pozitivne rezultate dobimo zelo redko, ker je H .pylori edina
bakterija, ki v tako veliki koncentraciji tvori ureazo. Segrevanje medija z vzorcem
lahko pospesi reakcijo, ne vpliva pa na obcutljivost in specifi€nost. Prednosti
omenjenega diagnostiCnega testa sta nizka cena, preprosta izvedba in hiter rezultat,
zato je to osnovni diagnosticni test za dokazovanje okuzbe s H. pylori pri endoskopiji.
Test je pri 75 % okuZenih bolnikov pozitiven v 20 minutah, pri 90 % pa v 3 urah.
Obcutljivost testa je 75-98 %, specificnost pa 95-100 %. Obcutljivost metode je
odvisna od Stevila biopti¢nih vzorcev, mesta odvzema biopta, bakterijske gostote in
predhodne uporabe antibiotikov in zaviralcev protonske ¢rpalke (ZPC). Nekoliko
manjSa obcutljivost testa je lahko posledica mozne neenakomerne krpaste razporeditve
bakterij in posledi¢ne napake pri vzorCenju. Zato za izboljSanje obcutljivosti testa
priporocajo odvzem dveh vzorcev iz antruma pred zdravljenjem oz. vzorec iz antruma
in korpusa Zelodca po konc¢anem protimikrobnem zdravljenju.

2. Faznokontrastni mikroskopski pregled sveZega biopta




3.

4.

5.

Takoj po odvzemu tkivnega vzorca lahko v faznokontrastnem mikroskopu pregledamo
biopti¢ni vzorec brez posebnega barvanja. Ta metoda se v praksi redko uporablja,
¢eprav naj bi bila zelo obcutljiva in specificna.

HistoloSka preiskava biopta (barvanja: s hematoksilin-eozinom, po Giemsi, po
Warthin-Starryju, imunohistokemic¢na barvanja)

Najmanj en mesec po zdravljenju okuzbe je treba odvzeti vsaj dva tkivna vzorca iz
antruma ali angularne gube in korpusa Zelodca. Poleg ocene prisotnosti H. pylori nam
histoloSka preiskava da Se pomembne podatke o stopnji aktivnosti vnetja Zelod¢ne
sluznice in sluznice dvanajstnika, razSirjenost tega vnetja, morebitni prisotnosti
atroficnega gastritisa, intestinalni metaplaziji, displasticnih spremembah ali celo o
malignih spremembah. Za rutinsko histolosko preiskavo uporabljamo barvanje s
hematoksilin-eozinom, za doloCitev bakterije H. pylori pa je najenostavnejSe in
najcenejSe barvanje po Giemsi. V raziskovalne namene uporabljamo razli¢ne tehnike
srebrenja (po Warthin-Starryju, Genta) ali imunohistoloSke metode. V rokah
izkuSenega patologa je to zelo obcutljiva in specificna metoda (prek 95 %). Na
obcutljivost vpliva tudi Stevilo vzorcev Zelod¢ne sluznice.

Bakterioloska kultura (iz biopsijskega vzorca)

H. pylori prepoznamo z mikroskopsko sliko, dokazom gibljivosti ter biokemicni
zaznavi razli¢nih bakterijskih encimov (ureaza, oksidaza, katalaza...). Obcutljivost je
83-98,4 %, specificnost pa ve¢ kot 95 %. SlabSa obcutljivost je lahko posledica
neustreznega transporta vzorca ali pa neizkuSenosti laboratorijskega osebja. Vzorce je
treba transportirati v prenosnih medijih, v katerih bakterije pri 4° C preZivijo do 48 ur.
Na rezultate kulture je treba Cakati 3—14 dni. Omogoca nam dolocitev rezistence
bakterij na antibiotike pred ali po zdravljenju, kar postaja vse bolj pomembno.
MikrobioloSka kultura je izjemno pomembna prav zaradi ugotavljanja obcutljivosti
bakterij za antibiotike pri bolnikih, pri katerih protimikrobno zdravljenje prve izbire ni
bilo uspesno.

Reakcija verizne polimeraze (PCR) in reakcija veriZzne polimeraze s primerjavo
restrikcijskih odsekov

To je zelo obcutljiva genetska metoda, ki jo uporabljamo tako za dolocCitev bakterijske
DNK kot tudi za ugotavljanje rezistence na antibiotike. Dokazujemo jo v biopticnem
vzorcu Zelod¢ne sluznice, Zelodénem soku, Zol€u, slini in blatu. Transportni pogoji tu
niso pomembni, natan¢nost pa je vsaj takSna kot pri kulturi. Zaradi visoke
obCutljivosti je primerna prav za ugotavljanje majhnega Stevila bakterij po
protimikrobnem zdravljenju. Ugotavljamo lahko tudi prisotnost genetskih znacilnosti
posameznih sevov, ki so pomembne za nastanek ulkusne bolezni. Primerjava dolZine
restrikcijskih odsekov nam omogoca razlikovati med ponovnim razrastom istega
osnovnega seva (relaps) in novo okuzbo (reinfekcijo). S to metodo ugotavljamo tudi
moznost prenosa istega seva bakterij med druZinskimi ¢lani in moZnost iatrogene
okuzbe. Uporabljamo jo redko zaradi visokih stroskov.

NEINVAZIVNE METODE (niso povezane z endoskopijo)

1.

Seroloske priskave (dol¢anje specifi¢nih protitels IgG in IgA)




To je najpomembnejSa preiskovalna metoda pri epidemioloskih raziskavah. OkuZzba z
bakterijo H. pylori povzroci lokalno tvorbo cirkulirajocih protiteles IgM, IgA in IgG.
Humoralni imunski odziv pa Zal ne more odstraniti bakterije. Obcutljivost in
specificnost metode ELISA sta vecji kot 90 %. Ta preiskovalna metoda je bistveno
natan¢nejSa od drugih seroloskih testov. Ob okuzbi s H.pylori se pri dveh tretjinah

bolnikov povec€a koli€ina protiteles IgA, ki so diagnostiéno pomembna pri tistih
bolnikih (okrog 2 %), pri katerih se ne pove¢a koncentracija protiteles IgG. Ce
ho¢emo zmanjSanje koncentracije protiteles uporabiti kot diagnosticno metodo za
ugotavljanje uspesnosti zdravljenja, moramo z metodo ELISA dolo¢iti koncentracijo
protiteles v serumu pred zdravljenjem ter 6 in 12 mesecev po njem. Ce se je
koncentracija protiteles zmanjSala vsaj za 30 % glede na izhodiS¢no vrednost, je
obcutljivost te metode 75 % po 6 mesecih in 95 % po 12 mesecih. Hitrost
seroreverzije (negativizacija protiteles) je odvisna od zacetne koncentracije protiteles.
Dolocitev teh protiteles ni uporabna pri ugotavljanju uspeSnosti terapije z antibiotiki.
Danasnji seroloski testi ne lo€ijo trenutne infekcije od prebolele.

Dihalni test s se¢nino °C ali *C

Tako kot hitri ureazni test, ki ga zdravnik naredi ob gastroskopiji, tudi dihalni test
temelji na isti reakciji. Uporabo principa dihalnega testa sta soc¢asno predlagala dva
avtorja, Graham in Marshall. Zelo hitro po prvih objavah je test zaradi enostavnosti,
visoke obcutljivost in specificnosti ter zanesljivosti v diagnostiki primarne okuZbe
presel v Siroko uporabo. Princip testa temelji na Ze predstavljeni reakciji seCnine in
ureaze. S testom doloCamo celokupno encimsko aktivnost. Pri testu damo
preiskovancu dolo&eno koli¢ino se¢nine, ki ima namesto '°C v molekuli °C. Tik pred
tem preiskovanec popije tudi testni obrok, ki vsebuje citronsko kislino ali pomaran¢ni
sok, ki upocCasni praznenje Zelodca in podaljsa kontaktni ¢as oznacene seCnine s H.
pylori. Tako se izognemo laZzno negativnim rezultatom. Ko v Zelodcu ureaza, ki jo
bakterija izloCa, razgradi sec¢nino, sproS¢en ogljikov dioksid difundira v krvne Zile in
se prenese kot bikarbonat v pljuca, kjer se sprosti kot BC v izdihanem zraku. Ce
izmerimo razmerje izotopov '*C/°C v izdihanem zraku pred tem, ko preiskovancu
damo oznafeno seCnino in po tem, ko je preiskovanec popil oznaceno secnino
(obi¢ajno po 30 minutah), bo to razmerje ob prisotnosti bakterije spremenjeno. Ce je
povecanje razmerja za ve¢ kot 4 %o, je rezultat pozitiven. V zadnjem Casu se pojavljajo
objave, kjer mejno vrednost postavljajo celo na 3 %o 0z. 2,5 %eo.

Izotop °C je povsem neSkodljiv in je primeren tudi za uporabo pri otrocih, nose¢nicah
in dojecih materah. Delez BCO0, v vzorcih izdihanega zraka se lahko dolo¢a s pomocjo
masne spektrometrije za doloCanje razmerja izotopov (IRMS) ali z drugo ustrezno
veljavno metodo, ki jo mora opraviti usposobljen laboratorij.

Izotop e je radioaktiven, zato je v uporabi mikrokapsulirani dihalni test urea ¢, pri
katerem radioaktivnost ne preseze prejetega dnevnega odmerka sevanja iz naravnega
okolja.

Obcutljivost in specificnost, ki sta obicajno nad 90 %, se lahko zmanjSata, Ce test
uporabimo prej kot 1 mesec po konéanem protimikrobnem zdravljenju. Ce bolniki po
protimikrobnem zdravljenju nadaljujejo zdravljenje Se z zaviralci receptorjev H2 ali
ZPC, je lahko dihalni test za kontrolo u¢inkovitosti zdravljenja lazno negativen. Vsaj 2




tedna pred dihalnim testom z ureo naj bolniki ne jemljejo teh zdravil. Uporabljamo ga
za zaCetno odkrivanje okuzbe in za ocenjevanje uspeSnosti eradikacijskega
zdravljenja.

3. Dokazovanje H. pylori v blatu (PCR, ELISA)
To je imunokromatografsko doloCanje antigena H. pylori z uporabo monoklonskih ali

poliklonskih protiteles. Princip dolo¢anja je dokazovanje specificnega antigena, ki se
pojavi v blatu po okuzbi organizma s H .pylori. Monoklonalna ali poliklonalna
protitelesa anti-H. pylori protitelesa so naneSena na mikrotitersko plos¢o in reagirajo z
antigenom H. pylori v razredéenem vzorcu blata. Dodamo tudi s peroksidazo
konjugirana poliklonalna protitelesa anti-H.pylori in inkubiramo 1 uro. Dodamo
substrat in razvije se barva. Pozitiven rezultat je definiran kot tisti, kjer je absorbanca
vecja ali enaka 0,160. Specificnost je do 100 %, obcutljivost pa okoli 80 %, odvisni pa
sta tudi od izbire proizvajalca testa. Uporabljamo ga za zacetno odkrivanje okuzbe in
za ocenjevanje uspeSnosti eradikacijskega zdravljenja.

ZPC, H2 antagonisti, bizmutove soli in protimikrobna zdravila (antibiotiki) se ne
smejo jemati 4 tedne pred testom, ker unicijo antigene bakterije H. pylori in zato
vplivajo na rezultat. Prednost teh testov pa je enostavna izvedba, hiter rezultat ter cena.

Postopek pricnemo z zbiranjem vzorcev za dolocitev zacetne vrednosti (O-minutne vrednosti):
1. Izpolnimo formular z bolnikovimi podatki.

2. Iz kompleta vzamemo slamico in dve epruveti z napisom: "Cas vzorenja: 00-minutna
vrednost". Z epruvete odstranimo zamaSek, odvijemo slamico in jo vstavimo v epruveto.
Bolnik naj pocasi izdihuje skozi slamico, dokler se notranja povrSina epruvete ne zarosi.
Medtem ko bolnik neprekinjeno izdihuje, izvle€emo slamico in takoj zapremo epruveto s
priloZenim zamaskom. (Ce ostane odprta ved kot 30 sekund, bo izid testa morda napacen.)
Epruveto drzimo pokonci in nanjo prilepimo ¢rtno kodo z napisom "0O-minutna vrednost"
tako, da so ¢rte v vodoravnem poloZaju.

3. Po enakem postopku napolnimo z izdihanim zrakom $e drugo epruveto (Oznaka: "Cas
vzorc¢enja: O-minutna vrednost").

4. Takoj po tem mora bolnik popiti 200 ml 100-odstotnega pomaranc¢nega soka ali 200 ml
vode z 1 g citronske kisline.

5. Sledi priprava raztopine.

Iz kompleta vzamemo plastenko z napisom "'3C-secnina prallek", jo odpremo in do 3/4
napolnimo z navadno vodo. Plastenko zapremo in jo previdno stresamo, dokler se prasek ne
raztopi. Prelijemo vsebino v kozarec. Plastenko do roba napolnimo z vodo Se drugi€ in tretji¢
in dodamo to vsebino v kozarec (celotna koli¢ina vode mora biti priblizno 30 ml).

6. Raztopino mora bolnik popiti takoj. ZapiSemo si tocen ¢as zauZitja.

7. Trideset minut po zauzitju testne raztopine zberemo vzorca 30-minutnih vrednosti v
preostala vsebnika (Oznaka: "Cas vzor&enja: 30-minutna vrednost™), kot je opisano v korakih
2.in 3. Za ta vzorca uporabimo nalepki z napisom »30-minutna vrednost«.

8. Ustrezno nalepko s ¢rtno kodo nalepimo tudi na bolnikov podatkovni list. Na koncu
zapecatimo paket z nalepko.

9. Epruvete pripravimo za merjenje na aparatu. Sledi analiza vzorcev.

PODROBNOSTI TESTIRANJA IN ANALIZE VZORCEV IZDIHANEGA ZRAKA

Vzorce izdihanega zraka, zbrane v 10 ml steklenih ali plasticnih epruvetah, analiziramo s
spektrometricno metodo dolocCanja razmerja mase izotopov (IRMS). Analiza razmerja med
BC in 2C v izdihanem ogljikovem dioksidu je sestavni del diagnosti¢nega postopka testa




Helicobacter INFAI. Natan¢nost testa je moc¢no odvisna od kakovosti analize izdihanega
zraka. Podroben opis parametrov analize zraka — linearnost, stabilnost (natan¢nost
referenCnega plina) ter natan¢nost meritev sta bistvena pogoja za to¢nost testnih rezultatov.

Specifikacije za dolocitev razmerja med 3C in 12C
Koncept testa izdihanega zraka je zasnovan na uporabi s 13C specifiéno oznacene secnine,
katere porabo v presnovi nadzorujemo z merjenjem 3CO, v izdihanem zraku.

Masni spektrometer mora imeti naslednje funkcije:
veckratna ponovitev analize: vsaj tri zaporedne analize istega vzorca;

zavarovan dostop: shranjevanje delovnih parametrov in rezultatov z varovanim
dostopom, da se prepreci poznejsSe spreminjanje podatkov;

nastavitev: razmerje med 3C in !2C glede na standard PDB (Pee Dee
Belemnite);

zanka za vzorec: <200 pl.

Glavni testi, s katerimi preverimo specifikacije, so linearnost, stabilnost (natan¢nost
referen¢nega plina) in natan¢nost meritev.

Vsi masni spektrometri za analizo izdihanega zraka morajo ustrezati naslednjim
specifikacijam:

linearnost: < 0,5 %o za vzorce izdihanega zraka v razli¢nih koncentracijah med 1 %
in7 % COq;
stabilnost: <0,2 %o pri 10 zaporednih pulzih;

natan¢nost meritev: < 0,3 %o pri obicajni naravni prisotnosti *C, z uporabo 10 ml epruvete s
3 % CO, v izdihanem zraku.

Okuzba s Helicobacter pylori je prisotna, e razlika 3C/'2C med osnovno vrednostjo in 30-
minutno vrednostjo presega 4,0 %o.

Uporabimo lahko tudi kakSno drugo primerno, validirano metodo, ki jo izvede usposobljen
laboratorij.

Pri otrocih je postopek enak, le da dobijo 45 mg secnine in popijejo 100 ml pomaran¢nega
soka.

Helicobacter test INFAI® - postopek testiranja
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Slika 5: Postopek testiranja dihalnega testa




ZDRAVLJENJE OKUZBE

Raziskovalne skupine po svetu so priporocale razlicne sheme za zdravljenje okuzbe s H.
pylori in tako povzrocile pravi kaos. Poznanih je bilo ve¢ sto nacinov zdravljenja okuzbe, ki
so se razlikovali glede na vrsto, odmerke, kombinacije antibiotikov in vrsto inhibitorja
protonske crpalke. S ciljem da se poenoti obravnava bolnikov z gastroduodenalnimi
boleznimi, ki so okuZeni s H. pylori, je bila ustanovljena Evropska skupina za raziskovanje
bakterije H. pylori (European Helicobacter Study Group). Prvi sestanek so imeli leta 1996 v
Maastrichtu in izoblikovali so pomembna priporocila, ki so do danasnjih dni dozivela le
majhne popravke.

Indikacije za zdravljenje in nacini zdravljenja okuZzbe z bakterijo H. pylori so dolofeni v
mednarodnih in domacih smernicah. V Sloveniji zdravimo okuzbe z bakterijo H. pylori pri
vseh okuZenih bolnikih, pri bolnikih z razjedo Zelodca in dvanajstnika, pri bolnikih s
kroninim gastritisom z intestinalno metaplazijo in/ali atrofijo, pri bolnikih z
gastroezofagealno refluksno boleznijo pred zacetkom kroni¢nega zdravljenja z zaviralci
protonske cCrpalke in dolgotrajnega zdravljenja z nesteroidnimi protivnetnimi zdravili ali
salicilati. Poleg tega zdravimo bolnike z limfomom MALT po operaciji raka Zelodca ter
sorodnike v prvem kolenu bolnika z rakom Zelodca.

Za vse ostale indikacije obstaja relativna upravicenost zdravljenja, nenazadnje tudi na Zeljo
bolnika v primeru ugotovljene pozitivnosti. Bolnikov strah za posledicami, ki bi jih bakterija
lahko povzrocila je tako velik, da je bolj smiselno predpisati enotedensko antibioti¢no
terapijo, kot pa jo odkloniti. Nikakor pa ni smiselno ob ponovnih teZavah brez testiranj, kar
avtomati¢no predpisati eradikacijsko antibioti¢no terapijo enkrat, dvakrat ali celo trikrat v
tekoCem letu, kar se Zal Se veckrat izvaja. V Sloveniji smo v zadnjih petnajstih letih opazili
prepolovitev prevalence okuZzbe, ki po nekaterih podatkih v povprecju znasa dobrih 25 %, v
populaciji starejSih od 60 let pa dobrih 50 %, kar je tudi posledica dosedanjega pristopa do
zdravljenja in preventivnih ukrepov.

Izbor diagnosti¢nih postopkov za odkrivanje okuzbe s H. pylori je odvisen od intenzitete
simptomov in starosti bolnika. Evropska skupina predlaga razli¢en protokol pri bolnikih
starejSth od 45 let, kot tudi pri tistth, ki imajo dominantno prisotne simptome
gastroezofagealnega refluksa.

V skupini bolnikov mlajSih od 45 let, brez alarmantnih simptomov, ob prvem pojavu bolezni
ali ponovitvi, lahko diagnosti¢ni postopek zac¢ne zdravnik na primarni ravni z enim od
neinvazivnih diagnosticnih postopkov (v prvi vrsti je to dihalni test s se¢nino ali pa
dokazovanje protiteles v blatu). V primeru pozitivnega testa se priporoca eradikacijska
terapija. To je t.i. pristop "test and treat". Uspeh terapije prav tako kontroliramo z
neinvazivnim testom. Slabost te strategije je v tem, da zdravimo S$tevilne bolnike z dispepsijo,
pri veCini katerih eradikacijsko zdravljenje veCinoma ne odstrani tezav. Obenem zaradi
masovne uporabe antibiotikov ustvarjamo sekundarno (pridobljeno) rezistenco bakterije.
Dobra stran tega zdravljenja je predvsem ekonomska.

V primeru bolnikov starejSih od 45 let oz. ob prisotnosti alarmantnih simptomov, se pacienta
napoti h gastroenterologu. To je t.i. pristop "search/scope and treat", ki omogoca ugotavljanje
bolezni, povzrofene z okuzbo, in ciljano zdravljenje te bolezni. Diagnostika se izvede z
endoskopijo (HUT, histologija), kontrola uspeSnosti zdravljenja pa z dihalnim testom,
dokazovanjem protiteles v blatu ali endoskopijo.




Slika 6: Priporocila za obravnavo bolnikov z dispepsijo

Ta priporocila v Evropi danes sicer Se veljajo, vendar smo v Sloveniji pred kratkim zaradi vse
vecje rezistence proti antibiotikom sprejeli drugacne ukrepe. Po slovenskih smernicah lahko
eradikacijo izvaja samo gastroenterolog, ne pa sploSni zdravnik, razen ¢e ima sorodnik v
prvem kolenu rak Zelodca, ¢e je razjeda na dvanajstniku kroni¢na ali pa e je bil
gastroskopsko ugotovljen ulkus.

Evropsko zdruZenje za raziskave H. pylori je leta 2000 na 2. Konsenzus konferenci v
Maastrichtu predlagalo kot zdravljenje izbire sedemdnevno shemo.

Shema 1. izbora (tritirno zdravljenje)

ZDRAVILO DNEVNI ODMEREK
zaviralec protonske Crpalke 2 x standardni odmerek
ali

ranitidin bizmutov citrat 2 x 400 mg
klaritromicin 2 x 500 mg
amoksicilin 2 x 1000 mg

ali

metronidazol 2 x 400/ 500 mg

Priporo¢ena shema izbire je klaritromicin in amoksicilin zaradi potencialno boljsih rezultatov
zdravljenja v primerjavi z drugo shemo, v kateri je metronidazol, ¢e slednji ni bil uporabljen
7e v prvi shemi zdravljenja. Ce smo neuspeini s prvo shemo zdravljenja, priporoéila iz
Maastrichta svetujejo drugo najmanj sedemdnevno shemo.

Shema 2. izbora (Stiritirno zdravljenje)

ZDRAVILO DNEVNI ODMEREK
zaviralec protonske Crpalke 2 x standardni odmerek
ranitidin bizmutov citrat 2 x 400 mg
metronidazol 2 x 400/ 500 mg
oksitetraciklin 4 x 500 mg




V drzavah, kjer bizmuta ni na voljo (Slovenija), se kot druga terapevtska shema predpise
tritirno, antimikrobno zdravljenje z ZPC, amoksicilinom in metronidazolom.

PRIPOROCILA V SLOVENIJI
Glede na to, da v Sloveniji nimamo na voljo pripravkov bizmut subcitrata/subsalicilata, smo
glede na moZnosti zdravljenja zelo omejeni.

Priporo¢ena sedemdnevna shema izbire (St. 1) je:

ZDRAVILO DNEVNI ODMEREK
zaviralec protonske Crpalke 2 x standardni odmerek
klaritromicin 2 x 500 mg
amoksicilin 2 x 1000 mg

V primeru neuspeha priporo¢amo sedemdnevno shemo (st. 2):
ZDRAVILO DNEVNI ODMEREK
zaviralec protonske Crpalke 2 x standardni odmerek
klaritromicin 2 x 500 mg
metronidazol 2 x 500 mg

Uspeh zdravljenja je glede na slabSe rezultate potrebno preveriti predvsem zaradi pomena
neuspeSnega izkoreninjenja H. pylori za moZnost kasnejSe ponovitve bolezni. Kontrolo
uspeSnosti zdravljenja izvedemo mesec dni po zdravljenju, najbolje z dihalnim testom'C-
urea, ki je metoda izbire. Lahko pa uporabimo tudi dolocanje antigena v blatu. Izjema od tega
pravila je, ¢e obstaja medicinska indikacija za ponovno endoskopijo zgornjih prebavil
(razjeda Zelodca, pepti¢na razjeda z zapleti, limfom MALT).

Testiranje na H. pylori iz krvi je nesmiselno, ker ne pokaze realnega rezultata, njena poviSana
vrednost je lahko odraz Ze prebolele okuZbe in gre le za prisotnost protiteles.

Bolniki mesec dni pred kontrolo uspeha zdravljenja ne smejo jemati antibiotikov, vsaj 2 tedna
pred kontrolo pa tudi ne ZPC ali blokatorjev H2. Nadaljevalno zdravljenje z ZPC po
enotedenskem antimikrobnem zdravljenju je potrebno le pri bolnikih z razjedo Zelodca ali z
razjedo z zapleti. V primeru aktivne razjede dvanajstnika in v primeru ostalih indikacij za
zdravljenje pa nadaljevalno zdravljenje ZPC ni potrebno.

V primeru neuspe$nega zdravljenja s shemama 1 in 2 sodi tak bolnik k specialistu
gastroenterologu. Glede na nedosegljivost preparatov bizmuta v Sloveniji so nadaljnje
moznosti zdravljenja sorazmerno omejene. Najbolj pomembno vpraSanje pred izbiro
naslednje moZnosti zdravljenja je vsekakor, ali je bakterija obcutljiva za makrolidne
antibiotike. Odgovor nam lahko da le kultura in antibiogram. Ce odpornost na makrolide ni
prisotna, lahko uporabimo shemo ZPC, klaritromicin in ciprofloksacin. Ce pa obstaja
rezistenca na makrolide, je moZno bolnike zdraviti z visokimi odmerki ZPC in amoksicilina
(ZPC 3 x 40 mg, amoksicilin 3 x1000 mg). Uginek amoksicilina je zelo odvisen od pH
zelodénega soka, zato se predpisejo visji odmerki ZPC.

Izracuni kazejo, da je eradikacijsko zdravljenje kljub visoki zacetni ceni upraviceno, ker z
njim prepre¢imo ponovitve bolezni in tako bolnikom in druzbi prihranimo veliko denarja.
Bolnik po uspes$ni eradikaciji praviloma ne potrebuje vzdrZzevalnega zdravljenja, zmanjSana je
tudi potreba po bolniSkem staleZu. Zapleti (zlasti pogoste so krvavitve) so po eradikaciji
bakterije mnogo redke;si.




Razlogi za neuspeh zdravljenja

UspeSna odstranitev H. pylori je moZna le, Ce antibiotiki na mestu okuZzbe doseZejo
koncentracijo, ki presega minimalno baktericidno koncentracijo in se takSno stanje zadrZuje
zadosti dolgo.
Glavni razlogi za neuspes$no zdravljenje so:

- slabo sodelovanje bolnika;

- odpornost bakterije na predpisane antibiotike;
ucinkovitost antibiotika je zmanjSana zaradi nizkega pH Zelod¢nega soka;
koncentracija antibiotikov ni zadostna zaradi velikih koli¢in bakterije.
Drugi redke;jsi vzroki za neuspeh zdravljenja so:

- bakterija se zadrZuje intracelularno;

- bakterija prezivi kot kokoidna oblika;

- motnja imunskega odgovora gostitelja;

- zgodnja ponovna okuZzba.

MozZnost ponovne okuzbe s H. pylori v §tirih tednih po konCanem zdravljenju so zgolj
teoreticne. V primeru pozitivne kontrole 1 mesec po antimikrobnem zdravljenju gre v
glavnem za razrast osnovnega seva in ne za ponovno okuzbo. V Sloveniji je moZnosti za
ponovno okuzbo po uspeSnem zdravljenju H. pylori le 0,5 % letno.

Z odstranitvijo H. pylori, ¢e za to obstaja indikacija, doseZemo umiritev klini¢nih tezav, padec
koncentracije IgG in zmanjSanje nevtrofilne infiltracije Zelod¢ne sluznice, zaradi Cesar se
kroni¢no ulcerativno vnetje povsem pozdravi. Po uspeSnem zdravljenju se vnetne spremembe
v sluznici normalizirajo Sele v roku treh do Stirih let. Sedanja kombinacija eradikacijskega
zdravljenja je relativno uspeSna, pojavljajo pa se posamezni sevi, ki so odporni proti vec
antibiotikom hkrati.

Med letoma 2007 in 2009 so v Sloveniji ugotovili popolno obcutljivost bakterije H. pylori za
amoksicilin in tetraciklin. V testiranem obdobju niso osamili niti enega izolata, ki bi bil na
katerega od njiju odporen. Odpornost na klaritromicin in metronidazol je znaSala 18,6 % in
17,5 %. Kombinirana odpornost proti metronidazolu in klaritromicinu je bila prisotna pri 4,1
% primarnih izolatov. To po drugi strani pomeni, da je bil delez izolatov, ki so bili odporni
proti najmanj enemu izmed kljucnih antibiotikov, 32 %. Sevi po enkratnem ali veckratnem
zdravljenju so bili tudi popolno obcutljivi za amoksicilin in tetraciklin, odpornost na
metronidazol, klaritromicin in ciprofloksacin pa je bila bistveno vi§ja od tiste pri primarnih
izolatih in je znaSala 86,5 %, 90,8 % in 13,7 %. To z drugimi besedami pomeni, da je po
enkratnem ali veckratnem neuspelem eradikacijskem zdravljenju vecina izolatov odpornih na
oba kljucna antibiotika in da je sekundarna odpornost bakterije H. pylori proti
fluorokinolonom ob¢utna.

Spojine, ki vsebujejo bizmut, ucinkujejo baktericidno na H. pylori ter tudi povecajo
baktericiden wucinek antibiotikov (npr. klaritromicina). Ranitidin-bizmutov citrat in
klaritromicin delujeta sinergisticno. Bizmut in mukus 'in vitro' tvorita kompleks glikoprotein-
bizmut. To tvori oblogo na ulkusu in tako predstavlja bariero za kislino, kar pospesi celjenje
ulkusa. Bizmut tudi stimulira proizvajanje prostaglandinov (ki stimulirajo sekrecijo HCOs- v
mukus).

Vec Studij je dokazalo inhibitoren vpliv probiotikov na rast H. pylori. Probiotiki zmanjSajo
gastri€no vnetje, kolonizacijo ter gostoto bakterije. Pri uZivanju probiotikov ob standarni
terapiji se poveca moznost uspeSne eradikacije. Nobena Studija pa Se ni dokazala, da bi lahko
probiotiki sami odstranili okuzbo. UZivanje probiotikov med terapijo pa tudi pripomore h
komplianci, saj se zmanjS$ajo neZeleni ucinki (diareja).

Verjetni mehanizmi pozitivnega vpliva probiotikov na okuzbo s H. pylori so naslednji:
kompeticija za adhezinske receptorje (pritrditev bakterije), proizvodnja antimikrobnih snovi




(mle¢na kislina, bakteriocini, avtolizini), stimulacija proizvajanja mucina, stabilizacija
¢revesne mukozne bariere; gastricno vnetje pa zmanj$ajo, ker modificirajo imunski odgovor
na H. pylori.

Cepivo je ena od moznih oblik preprecitve okuzbe in hkrati nacin zdravljenja Ze okuZenih
bolnikov. Bolniki naj bi ga jemali peroralno, vzpodbudilo pa naj bi razvoj sekrecijskih
protiteles razreda IgA in predvsem imunski odgovor Th2. Pri poskusih na Zivalih so Ze
dokazali, da cepljenje z rekombinantnim antigenom ureaza B bakterije H .pylori ob dodatku
toksina vibria kolere kot adjuvansa lahko bistveno zmanjSa moZnost nastanka okuZbe in
povzroc¢i celo ozdravitev veCine okuZenih Zivali. Raziskovalci s pomocjo znanega
bakterijskega genoma i3¢ejo primerne kombinacije antigenov bakterije H. pylori in
najprimernejsi adjuvans. Pricakujemo, da bodo razli¢na cepiva kmalu presla v II. in III. fazo
klini¢nih Studij.
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