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rec gosta urednika

Novine o dijagnostickim postupcima u pulmologiji
Novelties in diagnostic procedures in pulmonology
Uvodnik / Editorial

Respiratorne bolesti se nalaze na drugom mestu, nakon kardiovaskularnih, u smislu mortaliteta, inci-
dence, prevalence i ekonomskih troskova. Predvida se da ¢e 2020. godine od ukupnih 68 miliona smrtnih
ishoda u svetu uopste, 12 miliona biti uzrokovano pluénim bolestima.

Pored brojnih inicijativa i programa koji su promovisani u svetu, realna Cinjenica je da nije dat adekva-
tan znacaj plu¢nim bolestima, sto je prepreka za jos vedi progres u dijagnostici, tretmanu i nezi pluénih bo-
lesnika.

Tehnicka dostignuéa su omogudila nastanak novih dijagnostickin metoda, ali i napredak postojecih.
Upravo novinama u dijagnostickim postupcima posvecen je ovaj broj ¢asopisa ,,Pneumon“a, sto je i tema
ovogodisnjeg tradicionalnog sastanka pulmologa Vojvodine. Clanci koji su pred Vama predstavljaju neke od
najnovijih pristupa u dijagnostici plu¢nih bolesti, u razlicitim domenima - od patofiziologije disanja i pore-
mecaja disanja tokom spavanja, pa do novih bronhoskopskih metoda, koje sve vise postaju neophodnost
u rutinskom radu.

U dijagnostickom postupku i trijaZi pacijenata kod najcesceg poremecaja disanja tokom spavanja
(,,Sleep apnea sindrome”), pored polisomnografije koriste se i razliciti upitnici, Sto je tema rada Jovancevic-
Drvenice M. U savremenoj dijagnostici astme pored anamnestickih podataka i simptoma bolesti primenju-
torijska dijagnostika primenjuje kako klasicne mikrobioloske procedure, tako i savremene imunohemijske i
molekularno-genetske metode. Molekularne metode imaju visoku specifi¢nost i senzitivnost, pomocu njih
se detektuje uzrocnik direktno u materijalu, dobijaju se brzi rezultati i identifikuju novi uzrocnici, Sto je opi-
sano u radu Kurucin T. Za identifikaciju i tipizaciju bakterija koriste se genotipske metode. Uvodenjem no-
vih sistema za izolaciju mikobakterija (BACTEC i MGIT) prisustvo bacila tuberkuloze mozZe znatno brze da se
detektuje na osnovu njihovog metabolizma, a ne na osnovu vidljivog rasta mikobakterija. Od molekularnih
tehnika najvise se primenjuju metode koje se zasnivaju na umnoZavanju nukleinskih kiselina, o cevu éete
viSe saznati u radu Popovic¢ G. Od nedavno se u dijagnostici tuberkulozne infekcije primenjuju i IGRA testovi
(T-SPOT.TB i Quantiferon) koji su zasnovani na in vitro detekciji interferona gama oslobodenog iz T ¢elija u
odgovoru na antigene specificne za M. Tuberculosis, o cemu je vise govorila Kasikovié-Leci¢ S. Citologija kao
dijagnosticka metoda zauzima vazno mesto u pluc¢noj patologiji, posebno u dijagnostici tumora. Priprema
Celijskih blokova omogucava detaljniju analizu Celijskog aranZmana ¢ime se znacajno povecava dijagno-
sticka pouzdanost, senzitivnost i specificnost citologije kao dijagnosticke metode, Sto je tema rad Panjko-
vi¢ M. Savremene dijagnosticke metode u pulmologiji zahtevaju i znatno angaZovanje anesteziologa, koji
primenjuje razliCite vrste anestezije i analgosedacije kako u interventnoj bronhologiji, tako i u radioloskim i
videoasistiranim hirurskim dijagnostickim procedurama, sto je obradila koleginica Komarcevi¢ M. Dijagno-
sticka interventna pulmologija sa tehnikama u koje spadaju autofluorescentna videobronhoskopija (AFl),
videobronhoskopija uskog snopa svetlosti (NBI), radijalini i linearni endobronhijalni ultrazvuk (EBUS), elek-
tormagnetna navigaciona bronhoskopija (EMN) danas je osnova dijagnostike karcinoma bronha. Ove teh-
nike omogucuju brzo vizuelno razlikovanje patoloskog procesa u sluznivci bronha i minimalno invazivnu di-
jagnostiku promena u medijastinumu, Sto je objasnjeno u radovim Zaric¢ B. | Stojanovi¢ G. RECIST kriteriju-
mi imaju za cilj da , kvantifikuju“ radiolosku sliku kod onkoloskih bolesnika, kako bi se omogucio uvid u tok
oboljenja. Sluze za praéenje dinamike radioloske slike u funkciji vremena, i o tome je pisao Stojanovi¢ M.

Zivimo u modernoj eri i dobu ,,fragmentacije znanja“ ¢ija je, mozda, najveca ,,zrtva“ respiratorni sistem.
Ova struc¢na publikacija dopunjava litraturnu osnovu o veoma vaznom zdravstvenom globalnom problemu-
znacaju adekvatnih i savremenih dijagnostickih procedura najc¢eséih pluénih bolesti. Prikaz savremenih i
strucnih Cinjenica o najces¢im dijagnostickim postupcima u pulmologiji ima za cilj da doprinese poboljsanju
znanja, brzoj i adekvatnoj dijagnostici, time i tretmanu i poboljSanju kvaliteta Zivota nasih pacijenata.

Prof. dr Biljana Zvezdin
predsednik Sekcije pneumoftiziologa DLV-SLD
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SAZETAK

Sleep apnea syndrome predstavlja jednu od najvecih grupa respiratornih poremecaja koji nastaju tokom spavanja
(SDB). Ona moze biti centralni (Central Sleep Syndrome — CSAS), i opstruktivni sleep apnea/hipopnea sindrom (Obstruc-
tive Sleep Apnea Hypopnea Syndrome — OSAHS), a izdvaja se i poseban entitet — sindrom povecanog otpora u gornjim
disajnim putevima (Upper Airway Resistance Syndrome — UARS). SAS se javlja u 2-26% opste populacije u zavisnosti
od pola, starosti i indeksa telesne mase.. Prisustvo SAS kod pacijenata dovodi do povecanog rizika za oboljevanje od
kardiovaskularnih, cerebrovaskularnih, neurokognitivnih i metaboli¢kih poremecaja. Simptomi koji ukazuju na postoja-
nje SDB mogu biti dnevni i noc¢ni. Noéni simptomi su: hrkanje, posvedoceni prestanci disanja, nemiran san, noéna dis-
pnea - gusenje, kratko dahtanje, ezofagealni refluks, suva usta i Zed, bruksizam i nokturija. Dnevni simptomi su: dnevna
pospanost, umor, jutarnje glavobolje, personalne i psiholoske promene, smanjenje libida, impotencija. Klinicki pregled
podrazumeva racunanje BMI, merenje obima vrata, merenje arterijskog pritiska, odredivanje Mallampati konfiguraci-
je zdrela i prisustva kraniofacijalnih abnormalnosti. Ekscesivna dnevna pospanost, kao najznacajniji simptom, se objek-
tivno moze izmeriti merenjem latence sna viSe puta tokom jednog dana., a subjektivno proceniti na osnovu Epfortove
skale pospanosti. ,Zlatni standard” za postavljanje dijagnoze SAS je polisomnografija, koja podrazumeva neinvazivno
merenje vitalnih parametara tokom sna. Analizom parametara, koji se svrstavaju u 4 grupe (respiratorni, neuroloski, kar-
dioloski, pomeranje tela) koji se evaluiraju i utvrduje se tip i stepen poremecaja. lako je testiranje PSG referentni stan-
dard za dijagnozu SDB, dokazano je da se OSA moze dijagnostikovati prenosnim sistemima za monitorisanje u definisa-
nim uslovima. Sistemi sa manje kanala mogu dati dobre indikacije za postojanje respiratornih poremecaja tokom spa-
vanja, ali nisu dovoljni za postavljanje dijagnoze. Savremeniji senzori i bolja analiza signala ¢e ponuditi veéu sigurnost u
dijagnostici SDB, a bolja trijaza bi trebala da podrazumeva Siroku upotrebu sleep upitnika, narocito u primarnim zdrav-
stvenim ustanovama.

Klju€ne reci: sleep apnea sindrom, polisomnografija, ekscesivha dnevna pospanost

SUMMARY

Sleep apnea syndrome (SAS) represents one of the greatest groups of Sleep disordered breathing — SDB. It inclu-
des Central Sleep Syndrome — CSAS, Obstructive Sleep Apnea Hypopnea Syndrome — OSAHS, and a one specific entity
— Upper Airway Resistance Syndrome — UARS. The estimated prevalence in general population for SAS is 2-26%, depen-
ding on sex, age and BMI. Patients presenting with the SAS are in greater risk to suffer from cardiovascular, cerebrovas-
cular, neurocognitive and metabologic disorders. The symptoms indicating the presence of SDB are divided in day and ni-
ght symptoms. The night symptoms include snoring, witnessed apneas, restless sleep, night breathlessness and choking
sensations, gasping, esophageal reflux, thirst, dry mouth, bruxism and nocturia. The day symptoms are daytime sleepi-
ness, fatigue, morning headaches, personal and phychological changes, decreased libido, impotention. Clinical examina-
tion involves calculation of BMI, measurement of the neck circumference and blood pressure, assessment of Mallampati
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score and presence of craniofacial abnormalities. Excessive daytime sleepiness, as the most important symptom, can be
objectively assessed by measuring sleep latency multiple times per day (Multiple Sleep Latency Test - MISLT, Maitenan-
ceWakefulness Test - MWT), and subjectively estimate with Epworth scale of sleepiness -ESS. The golden standard for
establishing the diagnosis of SAS is polysomnography (PSG), which involves non-invasive measuring of vital parameters
during sleep. With the analysis of parameters, which are divided in four groups (respiratory, neurologcal, cardiological,
body movements) the type and severity level of the disorder is being established. OSA diagnosis also can be established
with portable monitoring systems in defined conditions. Systems with less chanels can indicate properly SDB, but are
insufficient for diagnosis. Modern sensors and better signal analysis will offer higher security level in diagnostics of SDB,
and thorough triage should include a wide sleep-questionnaire usage, especially in primary health care.

Key words: sleep apnea, polysomnography, excessive daytime sleepiness

Respiratorni poremecaji tokom spavanja (Sleep disor-
dered breathing — SDB) prema Internacionalnoj klasifika-
ciji bolesti, obuhvataju nekoliko velikih grupa poremeca-
ja spavanja (tabela 1), a najveca podgrupa je sleep apnea
sindrom (Sleep Apnea Syndrome — SAS).(1) Ona mozZe
biti centralni sleep apnea sindrom (Central Sleep Syndro-
me — CSAS), opstruktivni sleep apnea/hipopnea sindrom
(Obstructive Sleep Apnea Hypopnea Syndrome — OSAHS),
a izdvaja se i poseban entitet — sindrom povecanog otpo-
ra u gornjim disajnim putevima (Upper Airway Resistance
Syndrome — UARS). OSAHS i UARS spadaju u opstruktivne
poremecaje spavanja. OSAHS karakterisu rekurentne epi-
zode kolapsa i opstrukcije gornjih disajnih puteva tokom
sna, pracenih desaturacijom i mikrobudenjima (arousals),
kao i ekscesivnom dnevnom pospanoséu. Ukoliko dnevna
pospanost nije prisutna, onda govorimo o entitetu koji se
naziva opstruktivna sleep apnea/hipopnea (OSAH). UARS
se karakterise prisustvom svih simptoma i znakova karak-
teristicnih za OSAHS, ali odsustvom opstruktivnih doga-

daja. CSA se karakterise odsustvom ili smanjenjm pokreta
misi¢a grudnog kosa Sto uzrokuje prestanak disanja tokom
sna, koje se periodi¢no ponavlja, a posledica je nesavrse-
nosti refleksno-metabolicke regulacije disanja iz centara u
mozdanom stablu.(2)

SAS se javlja u 2-26% opste populacije u zavisnosti od
pola, starosti i indeksa telesne mase. Kod muskaraca sred-
njih godina je prisutna u 4% slucajeva, a kod Zena u 2%
slucajeva. Prevalenca varira u zavisnosti od populacije,
tako je u Engleskoj prisutna sa samo 0,3%, a u Izraelu i Au-
straliji sa 20-25%. (3-5)

Prisustvo SAS kod pacijenata dovodi do povecanog
rizika za oboljevanje od kardiovaskularnih, cerebrovas-
kularnih, neurokognitivnih i metabolickih poremecaja. (6-
9) Pacijenti sa SASimaju povecan ne samo kardiovaskularni
morbiditet, koji ukljucuje oboljevanje od hipertenzije,
aritmije, infarkta miokarda, cerbrovaskularnog inzulta, vec¢
i znacajno povecan kardiovaskularni mortalitet. Pacijenti
koji boluju od OSA povezani su sa razvojem insulinske re-

Tabela 1 — Respiratorni poremedaji tokom spavanja (Sleep-related breathing disorders)

Opis

Sinonimi

Opstruktivni sleep apnea sindrom
(Obstructive sleep apnoea syndrome
OSAS)

Centralni sleep apnea sindrom (Cen-
tral sleep apnoea syndrome CSAS)

Centralni alveolarni hipoventilacioni
sindrom (Central alveolar hypoventi-
lation syndrome)

Primarno hrkanje (Primary snoring)

Sleep apnea decjeg uzrasta (Infant
sleep apnoea)

Urodeni centralni hipoventilacioni
sindrom (Congenital central hypo-
ventilation syndrome)

Hipoventilacioni sindrom kod gojaznih (Obesity hypoventilation syndrome)
Pikvikov sindrom (Pickwickian syndrome)

Neopstruktivna sleep apnea (Nonobstructive sleep apnoea)

Cejn — Stoksovo disanje (Cheyne-Stokes respiration)

Primarna alveolarna hipoventilacija (Primary alveolar hypoventilation)
Neapneicna alveolarna hipoventilacija (Nonapnoeic alveolar hypoventilation)

Hrkanje (simple snoring)

Apnea kod prevremeno rodene dece (Apnoea of prematurity)

Apnea decjeg uzrasta (Apnoea of infancy)

Iznenadni Zivotno ugrozZavajuci dogadaji (Apparent life-threatening event)
Opstruktivni sleep apnea sindrom (Obstructive sleep apnoea syndrome)

Primarni alveolarni hipoventilacioni sindrom (Primary alveolar hypoventilati-
on syndrome)
Ondinina kletva (Ondine's curse)

ERS TASK FORCE, 2002
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zistencije, dijabetesom melitusom i metabolickim sindro-
mom. (3,10)

Kod pacijenata sa SAS je narusena arhitektonika sna,
tj. odnos pojedinih faza sna nije pravilan, Sto je posledica
ucestalog budenja nakon apnea i hipopnea, tako da paci-
jenti ne ulaze u dubok san tzv. sporotalasno spavanje (faza
3 i 4 spavanja, sa predominacijom delta talasa), koje ob-
navlja organizam. NaruSena arhitektonika sna podrazu-
meva poremecane fizioloske cikluse spavanja, kojih tokom
nociima 4-5 i oni zavrSavaju mikrobudenjima koja otvaraju
nov ciklus. REM (rapid eye movement - brzi pokreti ociju)
faza sna se pri svakom novom ciklusu produzava.

Zbog ovako narusene arhitektonike spavanja, osoba
najvise boravi u fazi 1 (povrSnog) spavanja umesto faze 2
koja treba da je najdominantnija, a duboki (delta) san se
nekada skoro ne registruje. Dakle, nonREM san je znacajno
poremecen, ali i REM faza je Cesto skraéena, takode jako
fragmentovana jer je povezana sa hipotonijom misica i
sledstveno ¢es¢om pojavom apnea/hipopnea nego u toku
nonREM spavanja, i ukoliko su respiratorni dogadaji vezani
samo za tu fazu sna poremecaj se naziva sleep apnea ve-
zana za brze pokretem ociju (REM related sleep apnea).(6)

Simptomi koji ukazuju na postojanje SDB mogu biti
dnevni i noéni.

Nocni simptomi su: hrkanje, posvedoceni prestanci di-
sanja, nemiran san, no¢na dispnea - gusenje, kratko dah-
tanje, ezofagealni refluks, suva usta i Zed, bruksizam i nok-
turija.

Dnevni simptomi su: dnevna pospanost, umor, jutarnje
glavobolje, personalne i psiholoske promene, smanjenje
libida, impotencija.

Hrkanje je najces¢i simptom i simptom koji najvi-
Se smeta pacijentima. Ovaj simptom je posledica su-
Zenja i vibracija mekih struktura nepca. Utvrdeno je

Time, hrs 0 1 2 3 4 5 [ 7 a
Avare || | A

Stage 1

el ——

Stage 2

Stage 3

Stage 4

Slika 1 Faze spavanja: non-REM (1,2,3,4) i REM
(Dostupno na: <http://lucid-dreaming-guide.com/images/Sleep-
Cycle.gif, Pristuplieno:02/09/2013)

da 95% pacijenata koji imaju OSA hrc¢u, a da 46% su-
pruznika koji hréu spava odvojeno, dok 30% trudnica
hrce. Prevalenca kod muskaraca je 5-86%, a kod Zena
2-57%. Hrkanje je karakteristicno za inspirijum i moze
se javiti u svim stadijumima sna, ali najcesée se javlja
u 2, 3 i 4 stadijumu sna. Spada u veoma subjektivne

Class |

Class i

Class Il Class IV
Slika 2. Mallampati konfiguracija Zdrela, stadijumi.
(Brodsky J and Margarson M. Weighing in on surgical safety.[ Aug 2010. ]
Dostupno na< http://webmm.ahrq.gov/case.aspx?caselD=221 >
Pristupljeno: 03/09/2013)

parametre, te su studije pokazale da 15 % pacijenata
koji su rekli da ne hrcu, hrkali su viSe od 50% nod¢i, a
da 15% onih koji tvrde da hrc€u nije uopste hrkalo to-
kom snimanja. (2,3)

Klini¢ki patognomonican je podatak o prestanku disa-
nja tokom sna, posvedocen od strane partnera i prisutan
je u75% slucajeva. Javlja se i u 6% zdrave populacije.

Pacijenti sa SAS su ¢esto nemirni, pa ¢ak i mogu biti na-
silni tokom sna.

Nokturnalna dispnea nastaje kao posledica respirator-
nih pokreta grudnog kosa pri apnei i vece negativizacije
pritiska u grudnom kosu. Ovaj tip dispnee karakterise brz
oporavak nakon budenija, za razliku od dispnee drugog po-
rekla (na pr. sréana insuficijencija) koja se znatno sporije
povlaci. (2,3)

Moze se javiti ezofagealni refluks kao posledica poviSe-
nja intraabdominalnog pritiska i veée negativizacije intra-
torakalnog pritiska, Sto dovodi do nastanka gorusice. Nok-
turija nastaje kao posledica poveéenog luéenja natriuric-
nog peptida i, takode, povecanja intraabdominalnog pri-
tiska. (2,3)

Dnevna pospanost je ubikvitaran fenomen karakteri-
stiCan za veliki broj somatskih, psihijatrijskih i primarnih
bolesti spavanja, ali i kao normalno fiziolosko stanje. Ona
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moze biti veoma suptilna, kada pacijenti ne ustaju ujutro
osvezeni, ali isto tako i veoma teska (EDS — Excessive Dayti-
me Sleepiness), kada pacijenti zaspivaju dok voze. Posle-
dice dnevne pospanosti su skraéenje vremena zaspivanja
(latenca sna), smanjenje paznje, kognitivnih funkcija, kon-
centracije, reaktivnog vremena, $to uti¢e na sposobnost
upravljanja motornim vozilima i na smanjenje radne spo-
sobnosti. (2,3)

Jutarnje glavobolje su karakteristiCan simptom kod po-
lovine pacijenata sa SAS, one su generalizovane i mogu da
traju 1-2 sata.

Kod pacijenata sa SAS nisu prisutni svi znaci, ve¢ poje-
dini od navedenih.

Za UARS je karakteristicno manje dnevne pospanosti,
a vise je izrazen umor, slabost, somatski simptomi, postu-
ralna hipotenzija, ¢esce je udruzen sa hroni¢cnom insomni-
jom i parasomnijom, ali se pacijenti vise Zale na umor nego
na nesanicu. (2,3,4)

Rizikofaktori za nastanak SDB:

e Gojaznost kao rizikofaktor se evaluira kroz indeks
telesne mase (BMI - body mass index). Ukoliko je
BMI veci od 25 kg/m2 postoji velika verovatno-
¢a da pacijent ima i SAS, pri ¢emu je senzitivnost
93%, a specificnost 74%.

e  Godine — 65% pacijenata, koji imaju SAS, su stariji
od 65 godina.

e  Pol — ¢esce obolevaju muskarci, Sto se moze po-
vezati i sa androidnim tipom gojaznosti (nakuplja-
nje masnoce u vratu i abdomenu), iako broj obole-
lih Zena raste nakon menopauze. Odnos obolelih
muskaraca i Zzena je (2-3):1.

e  Genetika — pozitivna porodi¢na anamneza je zna-
¢ajna. Rodaci prvog stepena imaju 21-84% Sanse
da dobiju SAS.

e  Kraniofacijalne osobine i abnormalnosti — retro-
gnacija, mikrognacija, makroglosija, tonzilarna hi-
pertrofija tonzila itd.

e Alkohol i sedativi — smanjuju misi¢ni tonus, naro-
Cito ako se koriste u vecernjim ¢asovima uti¢u na
razvoj veceg broja apnea u snu.

e Respiratorne alergije i nazalna kongestija mogu
prouzrokovati hrkanje i SDB.

e Adenotonzilarna hipertrofija — narocito kod dece
i mladih uzrokuje prestanke disanja tokom sna.
(2,3)

Uzimanjem adekvatene istorije bolesti i klinickim pre-
gledom se mozZe utvrditi prisustvo OSA sa zadovoljava-
ju¢om senzitivnos¢u (80%), ali sa niskom specificnoséu
(50%). (3)

Klinicki pregled podrazumeva nekoliko osnovnih stavki:

* merenje telesne teZine, telesne visine i racunanje
BMI,
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e merenje obima vrata (OV),

e merenje arterijskog pritiska (TA),

e odredivanje Mallampati konfiguracije Zdrela; Ovaj
skor je godinama koris¢en radi identifikacije pacije-
nata koji su rizi¢ni za trahealnu intubaciju. Odreduje
se na osnovu slike koju vidimo (slika 1.) kada pacijent
otvori usta i ispruZi jezik izvan usne duplje ili fonira,

e utvrdivanje prisustva kraniofacijalnih abnormal-
nosti.

Upitnici i testovi

EDS, kao najznacajniji simptom, se objektivno moZze iz-
meriti merenjem latence sna vise puta tokom jednog dana
(Multiple Sleep Latency Test - MSLT, Maitenance Wakeful-
ness Test - MWT i OSLEROV test), a subjektivno proceniti
na osnovu Epfortove skale pospanosti (Epworth sleepines
scale - ESS) ili Stanfordove skale pospanosti (Stanford Slee-
piness Scale - SSS). (2-4)

ESS je najrasprostranjeniji upitnik za subjektivno me-
renje dnevne pospanosti kod pacijenata koji boluju od
poremecaja spavanja. Upitnik se sastoji od 8 pitanja
kojima se odreduje stepen pospanosti u odredenim Zi-
votnim situacijama, gde se od pacijenta traZi da stepenuje
mogucnost zaspivanja u svakoj opisanoj situaciji bodovima
od 0 do 3 (slika 2.). Raspon bodova je od 0-24, pri ¢emu je
granica (cutt of) iznad 10 i ukazuje na postojanje ekscesiv-
ne dnevne pospanosti. (2)

ESS je originalno kreirana za englesko govorno pod-
rucje, ali je prevedena na mnoge jezike sveta i dokazana
je njena pouzdanost i validnost, Sto je potrebno sprove-
sti zbog mogucih kulturoloskih, socijalnih i lingvistickih
faktora. (11-20) Validacija i prevodenje ESS na srpski jezik
je uradena 2010. godine na Institutu za plu¢ne bolesti Voj-
vodine. (21)

Rezultate koji se dobijaju ESS je potrebno kombinovati
sa objektivnim parametrima i metodama pri evaluaciji
pacijenata sa SAS. U te svrhe je Cesto koriSéen Berlinski upit-
nik, a u novije vreme sve ¢esée se koristi STOP BANG upitnik.

»STOP BANG” upitnik (slika 3.), koji je senzitivniji u
dijagnostici SAS. Upitnik se stoji od 8 jednostavnih pitanja i
pocinje sa akronimom ,,STOP BANG" (Snoring — hrkanje; Ti-
red — umor; Observed — posmatrano, odnosi se na prestanak
disanja; Pressure blood — arterijski pritisak; BMI; Age —godine,
Neck circumference — obim vrata; Gender — pol). Bodovanije je
zasnovano na da/ne odgovorima, pri ¢emu se “da” obelezava
sa 1, a“ne” sa0. Raspon bodova je 0-8, a grani¢na vrednost je
>3, Test ima visoku senzitivnost u detekciji umerenog (93%) i
teskog (100%) SAS, dok mu je specifi¢nost niska zbog velikog
broja lazno pozitivnih rezultata. (22-24)

MSLT se sastoji u merenju latence kratkotrajnog sna
(oko 20 minuta) 4-5 puta u toku dana, sa razmakom od 2
sata. Izracunava se srednja vrednost latence sna, na osno-
vu koje se procenjuje dnevna pospanost. Uobicajeno la-



tenca sna je veéa od 10-15 minuta, dok je kod pacijenata
sa SAS manja od 10 minuta. Test se izvodi obi¢no dan na-
kon PSG snimanja i najéesSée se koristi za utvrdivanje po-
stojanja narkolepsije. (2-4,25)

MWT se koristi za testiranje odrzavanja budnosti, tj. da
se utvrdi koliko dugo je pacijent u stanju da se odrzi bud-
nim. Pacijent treba da bude u zatamnjenoj sobi u polule-
Ze¢em poloZaju i treba da je instruisan da Sto duZe ostane
budan. Testira se koliko je potrebno vremena da pacijent
5 (ili 4) puta zaspi sa razmakom od 2 sata i beleZi se laten-
ca sna. Ukoliko pacijent nakon 20 min (ili 40 min) ne za-
spi, test se zavrSava. Na kraju testiranja se izracuna srednja
vrednost latence sna. Prethodno PSG testiranje nije neop-
hodno. (2-4,25)

EPFORTOVA SKALA POSPANOSTI

Ime i prezime:

Polisomnografija:

Monitorisanje pacijenata kod kojih se sumnja na po-
stojanje SBD moguce je na viSe nacina prikazanih u Tabeli
2.(26)

»Zlatni standard” za postavljanje dijagnoze SAS je
polisomnografija (PSG), koja podrazumeva neinvazivno
merenje vitalnih parametara tokom sna. Naziv vodi pore-
klo od grckih i latinskih redi: moAU¢ ,,polis” znaci mnogo,
puno i upucuje na mnogo odvoda koji se koriste pri sni-
manju, ,somnus” §to na latinskom znaci spavati i grcki
ypadewv - pisati. Nalaz koji se dobija PSG studijom naziva
se polisomnogram (PSG).

MoZe biti jednostavna, bez praéenja mozdane aktivno-

Datum rodenja:

Koristite sledeéu skalu da najpodesnije ocenite Vase ponasanje u izvesnim dnevnim situacijama.
Ponovite testiranje ako niste sigurni u preciznost odgovora.

0 = nikad ne zadremam niti zaspim

1 = mala mogu¢énost da zadremam ili zaspim

2 = umerena mogucnost da zadremam ili zaspim

3 = velika moguénost da zadremam ili zaspim

Situacija

mogucnost da se

zadrema ili zaspi

sedenje i Citanje

gledanje televizora

pasivno sedenje na javnhom mestu (predavnja ili sastanci)

prevoZenje (putnik) u vozilu duZze od sat vremena

opruziti se poslepodne na krevet
opusteno sedeti i pricati sa nekim

sedeti mirno nakon rucka (bez alkohola)
cekati u saobracaju viSe minuta kao vozac

Totalni skor (zbir)

Datum analize:

Potpis pacijenta:

Slika 3. Epfortove skale pospanosti (Epworth sleepiness scale - ESS) (21)
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sti (EEG sa EOG) i tada se po nomenklaturi naziva poligra-
fija (PG). Poligrafski parametri su bazi¢no oni koji tokom
spavanja prate disanje (protok vazduha —flow) $to se spro-
vodi preko oronazalne kanile i/ili termistorske sonde (ne
preporucuje za detekciju hipoventilacija), pokrete (effort)
zida grudnog kosa (primarno) i abdomena (sekundarno)
pomocu elasti¢nih pojaseva sa senzorima, kao i pulsna ok-
simetrija za merenje saturacije i frekvencije pulsa. Za pra-
¢enje intenziteta hrkanja se koristi mikrofon. Neophodno
je kao bazi¢ni minimum imati trijas protok vazduha-pokre-
ti disanja-saturacija (flow-effort-sat02). (3)

EEG se prate i odreduju faze sna, dok je za REM fazu
potreban i EOG uz EMG, najcesée submentalne regije (to-
nus misica, vazan za REM fazu). Moze se EMG raditi i na
donjim ekstremitetima za dijagnostikovanje sindroma ne-
mirnih nogu (RLS - Restless Legs Syndrome) ili kao bolest
periodinih pokreta ekstremiteta (PLMD - Periodic Limb
Movement Disorder). (2,3)

AASM (American Academy of Sleep Medicine — Ame-
ricka akademija za medicinu sna) vodic definiSe vrstu sen-
zora koji se koriste u detekciji respiratornih dogadaja:

e  zadetekciju apnee oronazalna termistorska sonda

e  za detekciju hipopnee nazalni senzor na bazi pri-

mene pritiska

e  zarespiratorne pokrete ezofagealna manometrija

ili induktivna pletizmografija

e  za saturaciju pulsni oksimetar sa brzim odgovo-

rom (<3s).

Nakon postavljanja elektroda, potrebno je proveriti nji-
hove otpore, koji moraju takode da zadovoljavaju kriteri-
jume AASM.

Indikacije za PSG prema AASM iz 2005.godine su:

e  postavljanje dijagnoze SBD,

e titracija pozitivnim vazdusnim pritiskom (PAP) kod
pacijenata sa SBD,

STOP BANG upitnik

Ime i prezime:

Datum rodenja:

Da li glasno hrcete (glasnije nego Sto pricate ili dovoljno glasno da vas mogu cuti iza zatvorenih vrata)?

NE

NE

NE

1. Hrkanje:
DA

2. Umor:

Osecate li se ¢esto umorno, zamarate li se ili ste pospani tokom dana?
DA

3. Prestanak disanja:

Da li je neko primetio da ste prestali disati tokom spavanja?
DA

4, Arterijski pritisak

Da li imate ili se leCite od poviSenog pritiska ?
DA

5. BMI (BMI=body mass index ):
Da li je BMI veéi od 35 kg/m2?

DA
6. Starost:
Da li imate 50 godina ili vise ?
DA
7. Obim vrata
Da li je obim vrata veci od 40cm?
DA
8. Pol
Da li ste muskog pola?
DA

ZBIR (broj pozitivnih odgovora) :
Datum analize:

Slika 4. STOP BANG upitnik (Prevedeno i adaptirano) (22)
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NE

NE

NE

NE

NE
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Tabela 2. Parametri koji se prate pri razli¢itim tipovima monitoristanja SBD.

Tip Sistem monitorisanja Parametri
1 Standardna PSG u laboratorijskim Min 7 kanala: EEG, EOG, EMG, ECG, protok vazduha, respiratorni po-
uslovima kreti i saturacija

2 Sveobuhvatni prenosni sistem Min 7 kanala: EEG, EOG, EMG, ECG, protok vazduha, respiratorni po-
kreti i saturacija

3 Modifikovani prenosni sistem Min 4 kanala: protok vazduha, respiratorni pokreti, sr¢ana frekvenca
i saturacija

4 Kontinuirani jednokanalni ili dvoka- 1 ili 2 kanala: saturacija i/ili protok vazduha

nalni sitem

EEG-elektroencefalogram, EOG-elektrookulogram, EMG-elektromiogram, ECG-elektrokardiogram

preoperativna evaluacija kod pacijenata koji su
planirani za hirurgiju gornjih disajnih puteva zbog
hrkanja ili OSA,

procena rezultataa le¢enja nakon terapije umere-
ne i teSke OSA oralnim aplikatorima ili hirurgije,
pracenje odgovora na aplikovanu terapiju OSA:
kod signifikantne promene telesne teZine i ponov-
ne pojave simptoma,

pri evaluaciji pacijenata sa znacajnim komorbidi-
tetima kao Sto su kongestivna sr¢ana insuficijen-
cija, sr€ana sistolna i dijastolna insuficijencija sa
nokturnalnim simptomima, neuromuskularne bo-
lesti,

dijagnostika i evaluacija narkolepsije,

dijagnostika i evaluacija poremecaja periodi¢nh
pokreta nogu tokom sna (Periodic limb movement
disorder - PLMD).

OSNOVNI PARAMETRI | INTERPRETACIJA (prema
AASM preporukama)

APNEA — prekid disanja tokom spavanja, koje traje naj-
manje 10 s. Postoje tri tipa apnea:

1.

opstruktivna apnea — nastaje kao posledica par-
cijalne ili totalne okluzije gornjih disajnih puteva.
Predstavlja smanjenja amplitude oronazalne ter-
mistorske sonde vise od 90 %, koje traje vise od 10
s. Cesto je povezana sa povecanjem respiratornih
pokreta, najéesée paradoksalnih, a isto tako je ce-
sto povezana sa desaturacijom (Slika 5.)

centralna apnea — je posledica prekida centralnog

u potpunostii prisutan je pad Sa02 veci od 3%.(Sli-
ka 5.)

mesovita apnea — obicno pocinje kao CA, a na-
stavlja se sa OA. Predstavlja smanjenje termi-
storskog protoka vise od 90 %, koje traje vise
od 10 s. Respiratorni pokreti su odsutni u pot-
punosti u pocetku apnee, a potom se postepe-
no povecavaju, a potom paradoksalno prekidaju
apneu. Prisutan je pad Sa02 vedi od 3%.

nadraZaja na respiratorne misice. Predstavlja sma-
njenje termistorskog protoka vise od 90 %, koje
traje vise od 10 s. Respiratorni pokreti su odsutni

Slika 5. Osnovni polisomnografski odvodi
(Test to Diagnose Sleep Apnea: Polysomnography <http://www.
squidoo.com/treating-sleep-apnea>pristupljeno: 01/09/2013)
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HIPOPNEA — smanjenje protoka vazduha za viSe od
30% udruzeno sa desaturacijom i klasifikuje se najcesce
samo kao opstruktivni dogadaj.

Prema AASM preporukama (Medicare definicija hipo-
pnee) je:

e smanjenje amplitude nazalnog pritiska vise od 30%

u trajanju od najmanije 2 udisaja

e padSa02 od najmanje 3% u odnosu na bazalnu pre
nastanka respiratornog dogadaja ili prisutno mikro-
budenje

e ukoliko je prisutno: hrkanje, zaravnanje nazalnog in-
spiratornog pritiska ili pojava paradoksalnih torako-
abdominalnih pokreta, koji nisu bili prisutni pre op-
struktivnog dogadaja.

e ukoliko nijedan od navedenih nalaza nije prisutan
dogadaj se moZze interpretirati kao centralna hipo-
pnea

AASM alternativna definicija

e smanjenje amplitude pritiska viSe od 50 % u odno-
su na bazalnu vrednost

e pad Sa02 veci od 3% ili mikrobudenja

Apnea/hipopnea indeks (AHI) — broj prekida disanja i/ili
smanjenja ventilacije za preko 50%, duzih od 10 sekundi na
jedan sat spavanja.

DESATURACIJA — smanjenje Sa02 za 3% ili 4% u odnosu
na bazalne vrednosti. ODI- indeks desaturacije predstavlja
broj desaturacija na jedan sat spavanja.

AROUSAL — mikrobudenje koje traje od 3-15s na-
kon, najmanje prethodnih 10 s stabilnog sna, kojih paci-
jent najcesée nije svestan. Mikrobudenje je udruZzeno sa
apneama, hipopneama i respiratornim dogadaima i uti-
¢e na fragmentaciju sna. Da bi se mikrobudenje u REM
fazi sna kvantifikaovalo kao arousal potrebno je i da po-
stoji EMG aktivnost najmanje 1s.

Postoiji tri vrste arousal-a (26):

1. Mikrobidenje vezano za respiratorne dogadaje
(RERA - respiratory effort -related arousal) je sekven-
ca opstruktivnog respiratornog dogadaja koja dovo-
di do mikrobudenja, ali ne zadovoljava kriterijume
za apneu i hipopneu i traje najmanje 10s, a javlja se
unutar 5s od opstruktivnog respiratornog dogadaja.
Meri se brojem arousala na jedan sat spavanja veza-
nih za opstruktivne dogadaje.

2. Mikrobudenje vezano za pokrete nogu — kada po-
stoji preklapanje ova dva dogadaja (pokretanje nogu
i mikrobudenije) ili je proslo <0.5s izmedu dogadaja,
bez obzira koji se dogadaj prvi desio.

3. Spontana mikrobudenja —kada ni jedan od gore na-
vedenih kriterijuma nije prisutan.

PERIODICNI POKRETI EKSTREMITETA tokom sna (PLMS—
Periodic Limb Movements of Sleep) — periodicni pokreti
ekstremiteta koji mogu da variraju od malih pokreta u zglo-
bovima i nogama, do nekontrolisanog pokretanja sva Cetiri
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ekstremiteta. Ovi pokreti, koji su ¢eS¢e u nogama nego ru-
kama traju od 0,5 do 5s, javljaju se u 1. 2. fazi sna, sa peri-
odi¢nos¢u svakih 5 do 90 sekundi. Cesce javijaju kod starije
populacije i u sklopu sindroma nemirnih nogu — RLS ili kao
PLMD. Dijagnostikuje se kada su pokreti ¢es¢i od 15/sat kod
odraslih (PLMS index). (27)

INDEKS RESPIRATORNIH DOGADAJA (RDI) je broj apnea,
hipopnea i RERA na jedan sat spavanja.

AWAKNINGS — budenja koja traju duze od 15 s.

Standardizovane kriterijumi za odredivanje faza sna
su prvi put objavili Rechtschlaffen i Kales 1968. godine,
(31) potom je AASM objavila reviziju 2007. godine. Pre-
ma novoj reviziji spojene su 3. i 4. faza sna u N3 stadijum

EEG AN A A
Arousal
Aiflow \_N\_______ A~ N\
Effort
(Rib cage)
Effort W\/\/—\/\/\/\/\
(Abdomen)
Effort
(Pes)
Saoz
10 sec
EEG oAt~ A A AN e

T Arousal

Airflow \/'L_—/\/\/\/-\/“
IR U A VAN 2 V2 Vo

(Rib cage)

Effort M\/\M

(Abdomen)

10 sec

Effort
(Pes)

SaOz

Slika 6. Gore — opstruktivna apnea sa sledstvenom desaturacijom i
arousalom u EEG; dole — centralna apnea, takode pracena desatu-
racijom i arousalom. (21)

sporotalasnog spavanja, a prethodni stadijumi 1 i 2 su
preimenovani u N1 i N2.

Snimanje parametara traje najmanje 6 sati, kako bi se iz-
begla varijabilnost vezana za stadijume sna i poziciju tela to-
kom sna.

Dijagnosticki kriterijumi za OSAS su postojanje jednog
od kriterijuma A ili B i obavezno kriterijum C: (4,26)

A. EDS

B. prisutna 2 ili vise kriterijuma od sledecih: no¢na dis-



pnea (dahtanje, gusenje), Cesta budenja, san koji ne osveza-
va, umor preko dana, oslabljena koncentracija,

C.RDI >5.

Analizom parametara, koji se svrstavaju u 4 grupe (respi-
ratorni, CNS, kardioloski, pomeranje tela) i ponaosob evalui-
raju, utvrdujese tip poremecaja i stepen teZine poremedaja.

Na osnovu AHI indeksa SA moZe biti blaga: (5-15 AHI),
umerena: (15-30 AHI) i teska (>30 AHI).

Monitorisanje SDB moze se izvoditi i u kuénim uslovima
(portable monitoring - PM). Prednost ovog testiranja je jed-
nostavnost i prakti¢nost u izvodenju testa, niska cena, bolji
kvalitet sna pacijenta u realinim uslovima. lako je testiranje
PSG referentni standard za dijagnozu poremecaja disanja to-
kom sna dokazano je da se OSA moze dijagnostikovati pre-
nosnim sistemima za monitorisanje u definisanim uslovima.
Snimak mora da sadrzi minimum 4 kanala (tabela 2.) Treba
napomenuti da je ovim sistemom nemoguce razlikovati cen-
tralne i opstruktivne dogadaje. Prenosni monitoring je pouz-
dan ako se obavlja pod nadzorom obucenog osoblja i kod pa-
cijenata kod kojih postoiji velika verovatnoca prisustva SDB-a.
Mana PM je zapis sa manje parametara i nizom rezolucijom
signala kao i neprisustvo medicinskog osoblja za slucaj ukla-
njanja tehnickih problema merenja.(6) Pored toga pacijenti
ne bi trebalo da pate od poremecaja spavanja i drugih ko-
morbiditeta (sr¢ana insuficijencija, mozdani udar, dijabetes,
opstruktivne ili restriktivne plucna bolest ili teSka sréana ari-
tmija).(28,29) Metaanaliza koju je objavio Ross et al. (2000.
godine) pokazuje prisustvo 17% lazno negativnih rezultata, a
lazno pozitivnih rezultata do 31%.

Sistemi sa manje kanala mogu dati dobre indikacije za
SDB-3, ali nisu dovoljni za postavljanje dijagnoze. (4,28)

ZAKLJUCAK

SBD je velika grupa oboljenja koja ima ne samo ozbilj-
ne medicinske konsekvence, veé utice na kvalitet Zivota
pacijenata, ali isto tako predstavlja zna¢ajno ekonomsko
optercenje. Ovo oboljenje je i dalje ostaje neprepoznato
i nedovoljno dijagnostikovano. Kako je polisomnografija
skupa i veoma sofisticirana metoda vazno je sprovesti
dobru trijaZzu pacijenata sa sumnjom na postojanje SAS.
Savremeniji senzori i bolja analiza signala ¢e ponuditi
vecu sigurnost u dijagnostici SDB, a bolja trijaza bi treba-
la da podrazumeva Siroku upotrebu sleep upitnika, na-
ro€ito u primarnim zdravstvenim ustanovama.
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SAZETAK

Astma je hroni¢na inflamatorna bolest disajnih puteva koja se karakteriSe promenjivim simptomima, reverzibilnom
opstrukcijom i bronhijalnom hiperreaktivnos¢u (BHR). BHR se dokazuje bronhoprovokativnim testovima. Zavisnosti od
nacina delovanja agonista, testovi se mogu podeliti na direktne i indirektne. Histamin i metaholin spadaju u grupu direk-
tnih agonista koji deluju na glatke misi¢e bronha dovodeéi do bronhoopstrukcije. Ovi testovi se najéesce koriste se u di-
jagnostici astme zbog visoke negativne prediktivne vrednosti. Manitol, hipertoni slani rastvor i fizicki napor predstavljaju
indirektne agoniste, koji dovode do nealergijske aktivacije inflamacijskih éelija i oslobadanja medijatora (prostaglandina,
leukotrijena, histamina). Indirektni testovi imaju visoku specificnost jer odrazavaju stepen inflamacije i dobro koreliraju
sa klinickim karakteristikama astme. Kod pojedinih pacijenata neophodno je naciniti oba testa kako bi se obezbedila ta¢-

nost u potvrdi ili isklju¢ivanju dijagnoze astme.
Kljucne reci: direktni bronhoprovokacioni testovi, indirektni bronhoprovokacioni testovi, bronhijalna
hiperreaktivnost, astma, dijagnoza

SUMMARY

Asthma is a chronic inflammatory disease of the airways characterized by variable symptoms, reversible obstructi-
on and airway hyperresponsiveness (AHR). AHR is proving by challenging the airways. The dependence of the mecha-
nisms of agonists’ action, tests can be divided in direct and indirect. Histamine and metacholline are direct agonists of
the bronchial smooth muscle, leading to the airway obstruction. This tests are vary useful in asthma diagnosis because
of great negative predictive values. Powder manitol, hypertonic saline and exercise are indirect agonists that leading to
the nonallergic activation of inflammatory cells and realizing of the mediators (prostaglandins, leukotrienes, histamine).
Indirect challenge tests have a great specifity because they maintain the level of inflammation and correlate well with
the clinical characteristics of asthma. With some patients it is necessary to use both tests in order to get accurate results
and be able to exclude or verify the diagnosis of asthma.

Key words: direct bronchial provocation tests, indirect bronchial provocation tests, airway
hyperresponsiveness, asthma, diagnosis
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Uvod

Bronhoprovokativni testovi (BPT) ¢ine grupu dinam-
skih testova kojima se dokazuje poveéana reaktivnost di-
sajnih puteva na dejstvo razli¢itih stimulansa tzv. bronhi-
jalna hiperreaktivnost (BHR). Testove je u klini¢ku praksu
uveo Robert Tiffeneau sredinom 40-tih godina proslog
veka (1). Tiffeneau je predpostavio da evaluacija prome-
na volumena izdahnutog vazduha u prvoj sekundi ekspi-
rijuma (FEV1) nakon primene bronhodilatatora ili tokom
nespecifi¢ne stimulacije, moZze biti od koristi u proceni pa-
cijenata sa bolestima disajnih puteva. Danas postoje mno-
gobrojni standardizovani BPT koji se koriste u dijagnostici
i diferencijalnoj dijagnostici astme, odredivanju teZine bo-
lesti i odgovora na tretman kao i u epidemioloskim i kli-
nickim studijama. lako postoje razlicite podele, od 1987.
godine se najcesce koristi podela preporucena od strane
Pauwel, prema mehanizmu dejstva agonista na glatke mi-
Si¢e bronha na; direktne i indirektne BPT (2). Direktni ago-
nisti dovode do direktne stimulacije misi¢nih receptora i
bronhospazma, dok indirektni deluju preko oslobodenih
medijatora iz inflamatornih i rezidentnih ¢elija sluznice, ali
i preko neurotransmitera oslobodenih iz senzornih nerava.

Izvodenje BPT zahteva poznavanje i postovanje internaci-
onalnih smernica kao i dobro obuceno i utrenirano oso-
blje. Testovi mogu pruZiti dragocene i zanimljive podatke
0 samoj bolesti, ali je pre njihovog izvodenja neophodno
proceniti odnos koristi i rizika. U relativne kontraindikaci-
je spadaju reverzibilna opstukcija disajnih puteva, nemo-
tivisanost pacijenta, trudnoda i laktacija. Testovi su apso-
lutno kontraindikovani kod teskih opstruktivnih poreme-
¢aja ventilacije (FEV1 <50% ili <1,0L), infarkta miokarda u
poslednja 3 meseca, nekontrolisane hipertenzije i pozna-
te aneurizme aorte. Osim toga, neophodno je razmotriti
sve faktore koji mogu privremeno smanijiti ili poveéati BHR
(Tabela 1) itime uticati na rezultate testiranja (3).

Odabir BPT zavisi od indikacije, a za pravilnu interpetaci-
ju nalaza je neophodno dobro poznavanje patofizioloskih
odnosa i mehanizama dejstva. Cilj ovog rada je prikaz naj-
vaznijih karakteristika pojedinih BPT i njihovog znacaja u
dijagnostici i leCenju astme.

Direktni bronhoprovokativni testovi

Direktni BPT su najcescée koriS¢eni testovi u svakodne-
voj praksi za dijagnozu astme i u klini¢kim studijama za eva-

Tabela 1. Faktori koji uticu na bronhijalnu hiperreaktivnost (4)

FAKTORI KOJI MOGU SMANIJITI BHR

Minimalni interval od poslednjeg koriséenja

Lekovi
Bronhodilatatori kratkog dejstva (slabutamol) 8h
Bronhodilatatori srednje-dugog dejstva dejstva 24 h
(ipratropijum)
Bronhodilatatori dugog dejstva (salmeterol, 48 h

formoterol, tiotropijum)
Oralni bronhodilatatori

(za tiotropijum 1 ned)

Teofilin intermitentnog dejstva 24 h
Teofilin dugog dejstva 48 h
Tablete B2 agonista 24 h
Antihistaminici (hydroxazine, cetirizine) 3 dana
Modifikatori leukotriena 24 h

Hrana
Kafa, ¢aj, koka kola, ¢okolada

Na dan studije

FAKTORI KOJI MOGU POVECATI BHR Trajanje efekta
Ekspozicija spoljnim antigenima 1-3 nedelje
Ekspozicija antigenima iz radne sredine Mesecima
Respiratorne infekcije 3-6 nedelja
Aerozagadenje 1 nedelja

Dim cigarette Nepoznato
Hemijski iritansi Dani/nedelje
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luaciju efekata lecenja. U grupu direktnih agonista ubraja-
ju se farmakoloske supstance koje svoje dejstvo ostvaruju
direktno na receptore glatkih misi¢a bronha, dovodeci do
bronhospazma. Najcesée koriséeni agonisti su metaholin i
histamin, koji daju slican odgovor disajnih puteva, a zbog
jednostavnosti interpretacije se obi¢no posmatraju kao
agonisti jednakog dejstva. Metaholin je sintetski derivat
acetil-holina koji deluje preko muskarinskih receptora, dok
histamin deluje preko histaminskih receptora koji su znat-
no Sire zastupljeniji zbog ¢ega je njegova primena udruZe-
na sa dodatnom stimulacijom senzornih vlakana i muko-
znih Zljezda (3). Zbog brzog metabolisanja u disajnim pute-
vima i malog kumulativnog efekta, ovi agonisti ne dovode
do kasnog bronhijalnog odgovora. Karbahol, acetilholin,
leukotrijeni i prostaglandin D2 takode spadaju u direktne
agoniste, ali se oni koriste uglavnom u istrazivacke svrhe.
Preporuke za izvodenje BPT date su jos 2000. godine
od strane Americkog torakalnog udruzenja (3). Pre svakog
testiranja potrebno je proceniti verovatnocu dijagnoze as-
tme, na osnovu simptoma bolesti i pluéne funkcije. Sma-
tra se da test ima dijagnosticku vrednost ukoliko je pre-
dikcija za bolest procenjena pre testa u rangu izmedu 30-
70%. Najcesce se koriste dva standardizovana protokola;
(i) 2-minutni metod mirnog disanja koji podrazumeva kon-
tinuiranu inhalaciju aerosola metaholina uz pomoc English
Wright nebulizatora kalibrisanog na nivo inhalacije od
0,13 ml/min u trajanju od 2 minute i (ii) dozimetrijski me-
tod kod kojeg se inhalacija aerosola vrsi sa 5 uzastopnih,
dubokih inspirijuma, od nivoa funkcionalnog rezidualnog
kapaciteta u trajanju od 6 sekundi. Ovaj metod podrazu-
meva koriS¢enje DeVilbiss 646 nebuliztatora sa nivoom in-
halacije od 9uL pri svakoj aktivaciji. Testiranje se sprovodi
sa postepeno rastu¢im koncetracijama (ili dozama) meta-
holina (ili histamina) prema ranije odredenom protokolu
(3). FEV1 (forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi
ekspirijuma) se meri 30 sekundi i 90 sekundi nakon svake
doze agonista. Testiranje se prekida ukoliko dode do pada
FEV1 220% u odnosu na inicijalne vrednosti ili se posti-
gne najvisa koncentracija (ili doza) agonista (obi¢no 8mg/
mLili 16 mg/mL). Na osnovu rezultata odreduje se krivulja
doza—odgovor, a zatim izracunava provokativna koncen-
tracija (PC20) ili provokativna doza (PD20) agonista koja je
dovela do pada vrednosti FEV1 za 20%. U zavisnosti od
PC20, BHR se moZe stepenovati na tesku i srednje tesku
(PC20 <1 mg/mL), laku (PC20 1-4 mg/mL), grani¢nu (PC20
4-16 mg/mL) i normalnu (PC20 >16 mg/mL). Ova gradaci-
jaima klinickog znacaja i vazna je za pravilnu interpretaciju
rezultata testa. Direktni BPT imaju visoku senzitivnost, ali
nisku specifi¢nost sto znaci da negativan BPT na 16 mg/
mL (ili ¢ak 8 mg/mL), kod pacijenata koji imaju simptome
bolesti u momentu testiranja, moze iskljuciti dijagnozu as-
tme sa tacnoscu koja se priblizava vrednosti od 100% (4).
Sa druge strane, pozitivan nalaz testa je manje informati-
van. Zanimljiv je podatak da se PC20 na 8 mg/mL dobija
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kod >50% slucajno odabranih ispitanika koji nemaju klini¢-
ke simptome bolesti (1) ili boluju od drugih bolesti kao sto
su alergijski rinitis, hroni¢na opstruktivna bolest pluéa, kar-
dijalna dekompenzacija, pusenje i sli¢cno. Sa druge strane,
specifi¢nost testa se povecava sa teZzinom BHR. Kod pacije-
nata koji imaju simptome bolesti i pozitivan nalaz testa na
1 mg/mL, dijagnoze astme se moze postaviti sa sigurnoscu
od gotovo 100% (5). Za sve ostale vrednosti PC20 koje se
kre¢u izmedu 1mg/mLi 16 mg/mL, a rezultati testiranja se
moraju uporediti sa simptomima i drugim pokazateljima.

Premda su metode direktne bronhoprovokacije dobro
standardizovane i Siroko koriSé¢ene, danas postoje novi do-
kazi o tacnosti preporucenih protokola testiranja. Uprkos
razlikama u volumenu administriranog aerosola i tehnika-
ma inhalacije, prvobitne studije su pokazale da se meto-
dom mirnog disanja i dozimetrijskom metodom dobijaju
komparabilni rezultati (3). Cockcroft je medutim, u svojoj
studiji dokazao da se primenom protokola mirnog disanja
dobijaju niZze vrednosti PC20 u odnosu na dozimetrijsku
metodu (6). Kao razlog tome, navodi se veca administri-
rana doza agonista tokom mirnog disanja, ali i bronhopro-
tektivni efekat koji nastaje prilikom dubokog inspirijuma i
zadrZavanja vazduha u dozimetrijskoj metodi. Ovaj efekat
nedostaje kod pacijenata sa astmom, ali je ¢esto prisutan
u blagoj ili intermitentnoj bolesti, zbog ¢ega razlika u od-
govoru moze znaciti razliku u postavljanju ili iskljucivanju
dijagnoze astme.

Nebulizatori preporuceni od strane ATS su zastareli,
tesko se nabavljaju i obi¢no se ne koriste u svakodnevnoj
praksi. Klasi¢ni nebulizatori (poput English Wright) su diza-
jnirani tako da operiSu kontinuirano tokom celog disajnog
ciklusa. Obzirom da inspirijum ¢ini oko 1/3 disajnog ciklu-
sa, 2/3 datog aerosola se gubi u okolinu, $to za posledicu
moZze imati ugrozavanje zdravlja okolnog medicinskog oso-
blja. Aparati novije generacije, poput Aero-Eclipsell BAN ili
automatskih sistema za nebulizaciju (npr. APS-Viasys) se
aktiviraju inspiratornim protokom. Na ovaj nacin praktic-
no nema gubitaka aerosola, obezbedena je ekonomicnija
upotreba, brze sprovodenje testiranja i povecava bezbed-
nost medicinskog osoblja. Coates je u svojoj studiji upo-
redivao performanse ovih nebulizatora i ustanovio da se
pulmonalna depozicija aerosola postignuta tokom 2 minu-
ta kontinuiranog disanja (primenom English Wright nebu-
lizatora) postize za 12 sekundi ukoliko se koristi AeroEclip-
se IIBAN nebulizator, odnosno za 40 sekundi ako se koristi
automatski nebulizator Viasys (7).

Kao sto je ranije pomenuto, stepen bronhijalne hi-
perreaktivnosti odreduje se na osnovu provokative kon-
centracije metaholina ili histamina (PC20). U ispitivanju
koje je izveo Bola sa saradnicima, uporedivan je efekat do-
bijen obredivanjem PC20 sa PD20 pri primeni razli¢itih ne-
bulizatora (English Wright i AeroEclipse IIBAN) (8). Rezul-
tati studije pokazuju statisticki signifikantnu razliku u pro-
vokativnoj koncentraciji (PC20) pri primeni razli¢itih ne-
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bulizatora, koja se gubi ukoliko se odgovor procenjuje na
osnovu provokative doze (PD20) agonista.

Na Evropskom respiratornom kongresu odrazanom u
septembru 2013. godine, istaknuta je neophodnost objav-
liivanja novih smernica za izvodenje bronhoprovokativ-
nih testova, kao i potreba da se u svakodnevnu praksu in-
korporiraju novi standardi. Prema ovoj preporuci, tezinu
bronhijalnog odgovora je potrebno odredivati na osnovu
PD20 umesto dosadasnjeg PC20, testovi se mogu izvodi-
ti sa razli¢itim nebulizatorima ukoliko su poznate njihove
performanse, a dozimetrijska metoda nije vise pogodna za
izvodenja testa.

Indirektni bronhoprovokativni testovi

Indirektni BPT Cine grupu razli¢itih testova kod kojih se
dokazuje reaktivnost glatkih misi¢a bronha na dejstvo en-
dogeno oslobodenih medijatora. Indirektni agonisti do-
vode do aktivacije zapaljenskih i rezidentnih celija sluzni-
ce bronha kao i senzornih nerava tokom koje se osloba-
daju medijatori (poput prostaglandina, leukotrijena i ne-
uropeptida) koji imaju snazan bronhokonstriktorni efekat
(9). Pozitivan test je u uskoj korelaciji sa astmaticnom infla-
macijom, dok je kalibar disajnih puteva od manjeg znaca-
ja. Suprotno direktnim testovima, za indirektnu stimulaci-
ju su potrebne visoke doze agonista (od 50-100X vise), za
vedinu testova postoji gornji limit provokacije preko kojeg
se testiranje ne sprovodi, a nakon testiranje dolazi do ra-
zvoja refrakternog perioda tokom kojeg se testiranje ne-
moze ponavljati. Indirektna provokacija znatno bolje imi-
tira fizioloske uslove razvoja bronhospazma od direktne
provokacije, obzirom da vecina spoljasnjih agenasa delu-
je upravo indirektno. Antiinflamatorna terapija i strategi-
ja izbegavanja alergena redukuju odgovor na indirekte sti-
mulanse zbog ¢ega se ova provokacija moZe koristiti kao
indikator uspesSnosti lecenja i stepena inflamacije disajnih
puteva (10).

Bronhoprovokacija izazvana naporom

Bronhoopstrukcija izazvana naporom (eng. exercise-in-
duced bronchocontriction - EIB) je jedna od osnovnih ka-
rakteristika astme koja se Cesto ispoljava kao prvi simptom
bolesti ili pogorsanja. Poseban fenotip predstavlja napo-
rom indukovana astma (eng. exercise-induced asthma -
EIA) kod koje su simptomi uvek u vezi sa fizickom aktiv-
noscéu (11). Ovaj fenotip je Cest kod male dece i vrhunskih
sportista, a njegovo otkrivanje je narocito znacajno u poje-
dinim profesijama koje zahtevaju velika fizicka naprezanja
kao Sto su; vojska, policija, vatrogasna sluzba, profesional-
ni ronioci i ostali. Procenjuje se da 90% obolelih od astme
izmedu 10% i 50% vrhunskih sportista imaju EIB (12).

U EIA, prvih nekoliko minuta fizicke aktivnosti prola-
zi bez tegoba. Simptomi se ispoljavaju posle 5-10 minuta
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nastavka ili prekida aktivnosti, perzistiraju narednih 15-40
minuta, a zatim se povlace uz razvoj refrakternog perioda.
Tokom refrakternog perioda, koji traje od 40 min do 2 sata
fizicka aktivnost se moZe obavljati bez veéih teskoca (Figu-
ra 1). Kod pojedinih pacijenata moze doci do razvoja kasne
reakcije, tre¢eg do desetog sata nakon primarne, sa klinic-
kom slikom koja je obi¢no teza u odnosu na primarnu (9).

Patofizioloska zbivanja odgovorna za razvoj bronhos-
pazma tokom fizickog napora nisu u potpunosti razjasnje-
na. Prema jednoj hipotezi, ekstremno povecanje ventila-
cije dovodi do naglog gubitka vode zbog vlazenja novo-
pridoslog vazduha i dehidratacije sluznice, uz povecanje
osmolarnosti i oslobadanje medijatora inflamacije iz ma-

PAD FEV1 %

-30

T T T T
-8 0 5 10 15 20 30

VREME {min)

Figura 1. Tipicne promene FEV1 tokom bronhoprovokacije naporom
(15). Objasnjenje dato u tekstu.

stocita i eozinofila. Dodatno, aktivacijom osmoreceptora
povecava se bronhijalni protok krvi i nastaje edem sluzni-
ce. Prema drugoj hipotezi, tokom fizickog napora dolazi
do hiperventilacije i prvobitnog hladenja, a zatim zagreva-
nja sluznice bronha. Zbog naglog povecanja vaskularnog
protoka razvija se edem sluznice, aktiviraju se rezidentne
i infalamorne celije i oslobadaju se medijatori (10). Danas
se ova hipoteza smatra manje verovatnom zbog Cinjenice
da se EIB javlja i na temperaturama visim od 37 stepeni
celzijusa. EIB je pra¢en porastom koncentracije leukotri-
jena (LTE4), prostaglandina D2 (PGD2) i histamina u uri-
nu (9). Broj eozinofila u indukovanom sputumu moZze biti
povisen, mada eozinofilija nije neophodan preduslov za
nastanak EIB. Osim toga, dolazi do povec¢anog oslobada-
nja neuropeptida iz senzornih vlakana. Povec¢ana sekreci-
ja protektivnog prostaglandina (PGE1) nastaje naknadnoii
u korelaciji je sa razvojem bronhodilatacije i refrakternog
perioda (9).

Postoje razli¢iti protokoli za izvodenje bronhoprovoka-
cije naporom, od kojih se najéesce koristi protokoli pre-
porucen od strane ATS 2013. godine (13). Test se izvodi
na bicikl-ergometru ili traci za tréanje u prostoriji koja ima
odredene mikroklimatske uslove; temperaturu od 20-25
stepeni celzijusa i nisku vlaznost vazduha (manju od 50%).



Pre testa je potrebno obustaviti primenu lekova, prema
opstim uslovima (Tabelal), a dodatne se mora izbegava-
ti tezi fizicki napor najmanje 4 sata pre testa. Testiranje
se izvodi sa nosnim klipom zbog prevencije gubitka vode
u gornjim disajnim putevima. Osnovni princip je brzo po-
stizanje hiperventilacije, pri ¢emu se prati puls koji treba
da dostigne 80-90% maksimalno predvidenih vrednosti u
prvih 4-6 minuta testa. Smatra se da je test pravilno izve-
den ako se dostigne 40-50% maksimalne voljne ventilaci-
je. Test traje 6 do 8 minuta nakon cega se sprovodi serija
merenja FEV1u 0, 3, 6, 10, 15 i 30 minutu. Pozitivan nalaz
predstavlja pad FEV1 za 15% u odnosu na bazalne vred-
nosti (13).

Ispoljavanje EIB potenciraju spoljni faktori kao
Sto su hladnoca, suv vazduh, aerozagadenje, alerge-
ni i sliéno, a redukuju je inhalatorni kortikosteroidi (14).
LaZzno negativan BPT se moZe dobiti u stabilnoj fazi bo-
lesti, tokom primene antiinflamatorne terapije ili kod vr-
hunskih sportista zbog nemogucnosti postizanja optimal-
nih uslova ili dostizanja submaksimalnog opterecenja u
laboratorijskim uslovima. Danas je razvijena Citava grupa
surogatnih testova koji omoguéavaju identifikaciju EIB.

Surogatni testovi za identifikaciju bronhijalne
hiperreaktivnosti provociranu naporom.

Bronhoprovokacija hipertonim slanim rastvorom se ko-
risti za dokazivanje EIB i aktuelno aktivne astme kao i za
potvrdu ranije otkrivene astme (13). Znacajna indikacija
je i hronican, suv kasalj Cija etiologija nije dokazana dru-
gim testovima. Pozitivan test ukazuje na dijagnozu astme
dok je negativan iskljucuje. Inhalacija hipertonog slanog
rastvora dovodi do povecanja osmolarnosti pericilijarnog
fluida (sli¢éno efektu koji se dobija bronhoprovokacijom pri
naporu) i oslobadanja medijatora iz mastocita i eozinofila.
Dakle, osnovni preduslov za pozitivan nalaz je prisutna in-
flamacija astmati¢nog tipa i reaktivnost glatkih misi¢a na
endogeno oslobodene medijatore. Za testiranje se koristi
ultrazvucni nebulizator maksimalnog protoka i 4,5% slaini
rastvor. Nakon izmerenih vrednosti FEV1, zapocinje se in-
halacija slanog rastvora sa postepeno rastu¢im duzinama
ekspozicije; inicijalno 30 sekundi, a zatim1, 2, 4 i 8 minuta.
Nakon svake ekspozicije meri se FEV1, a test se prekida u
sluéaju pada FEV1 za 15%. Ukoliko FEV1 padne za 10% po-
navlja se ista ekspozicija. Test se prekida nakon 15,5 minu-
ta ili 23 gr slanog rastvora (15). Na osnovu kumulativne
doze dobija se dozno zavisni odgovor na osnovu koga se
moze odrediti teZina EIB (Figura 2).

Bronhoprovokacija manitolom je takode jedan od su-
rogatnih testova za dijagnozu EIB. Manitol je prirodni Seéer
koji se ne resorbuje u disajnim putevima, a dovodi do hi-
perosmolarnog efekta i oslobadanja medijatora iz masto-
cita. Test je jednostavan za izvodenje, ne zahteva posebnu
opremu i pogodan je za testiranje male dece i odra
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Figura 2. Dozno-zavisna krivulja kumulativne doze hipertonog slanog
rastvora na osnovu koje se odreduje tezina EIB (15).

slih. Manitol se nalazi u vidu suvog praha u ranije pri-
premljenim kapsulama razli¢itih doza, a inhalacija se vrsi
preko aparata za inhalaciju suvog praha. Testiranje se spro-
vodi sa postepeno rastu¢im dozama, od inicijalnih 5 mg do
postizanja kumulativne doze od 635 mg manitola (prema
rasporedu 5 mg, 10 mg, 20 mg, 40 mg, 80 mg, 160 mg, 160
mg i 160 mg). Test se prekida ranije ukoliko dode do pada
FEV1 za 15% u odnosu na inicijalne vrednosti ili za vise od
10% izmedu dve doze (15). Bronhoprovokacija manito-
lom dobro korelira sa srednje teSkom BHR udruzenom sa
fizickim naporom kao i inflamacijom disajnih puteva, pr-
venstveno sa brojem mastocita, dok je korelacija sa eozi-
nofiljom manje konzistentna (16). Vazno je napomenuti
da se lazno negativan test otkriva u ¢ak 30% pacijenata sa
blagom BHR. Pozitivan metaholinski test uz negativan test
sa manitolom kod pacijenta sa simptomima tokom fizi¢-
kog napora moZe ukazivati na iritativno oStecenje disajnih
puteva i neutrofilnu inflamaciju, a ne na EIB. Negativan
test kod ranije dijagnostikovane astme ukazuje na neak-
tivnu bolest i malu verovatnocu razvoja egzacerbacija (4).

Eukapnijska voljna hiperventilacija (EVH) se koristi za
dijagnozu EIB u slucaju visoke sumnje na postojanje bo-
lesti koja nije mogla biti dokazana jednostavnijim testovi-
ma kao Sto su manitolski test ili test sa hipertonim slanim
rastvorom. Testiranje se izvodi udisanjem suvog vazduha
iz velike, ne difundabilne vreée ispunjene smeSom gasova
(5%C02 i 21%02 balansirani azotom) u trajanju od 6 mi-
nuta, sa frekvencijom disanja od 30-60 u minuti. FEV1 se
meri odmah po zavrsetku testa i nakon 5, 10, 15 i 20 mi-
nuta. Pozitivan nalaz podrazumeva pad FEV1 za 10% u od-
nosu na inicijalne vrednosti (17). Test je narocito pogodan
za ispitivanje EIB kod vrhunskih sportista i dobro utrenira-
nih pojedinaca zbog velike respiratorne i kardijalne rezerve
koja onemogucava optimalno fizicko opterecenje u labo-
ratorijskim uslovima.
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Zakljucak

Kontrolisana provokacija disajnih puteva razli¢itim nes-
pecifiénim i specificnim stimulansima moze pruziti znacaj-
ne podatke o funkciji glatkih miSi¢a bronha i stepenu in-
flamacije. Standardi za izvodenje ovih testova postavljeni
pre viSe godina danas se moraju menjati, u skladu sa no-
vim saznanjima i boljom tehnologijom. Bronhoprovokativ-
ni testovi i dalje ostaju nezaobilazni u dijagnostici astme,
pracenju efikasnost antiinflamatorne terapije i ispitivanju
novih lekova.
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SAZETAK

Standardna klini¢ka mikrobioloska praksa bazirana na osnovu fenotipske i biohemijske identifikacije mikroorganiza-
ma je u velikoj meri pomogla modernoj medicini, ali ovaj pristup ima svoja ogranicenja. Brza identifikacija mikroorgani-
zama ima ogroman znacaj za primenu optimalnih mera za lecenje infekcija izazvanih bakterijama, virusima, gljivicama,
mikobakterijama i parazitima. Metode za brzu detekciju bakterija, koje izazivaju infekcije i njihove rezistencije na anti-
biotike su znacajno unapredene poslednjih decenija. Molekularne metode imaju visoku specificnost i senzitivnost, po-
mocu njih se detektuje uzrocnik direktno u materijalu, dobijaju se brzi rezultati i identifikuju novi uzrocnici. Molekularne
metode takode omogudavaju brzu detekciju bakterijske rezistencije, diferenciranje toksigenih od netoksigenih sojeva i
identifikaciju uzrocnika koji su izgubili vijabilnost tokom transporta, koje je tesko kultivisati, koji sporo rastu i koji se nala-
ze u veoma malom broju u klinickom uzorku. Brza detekcija rezistentnih patogenih mikrorganizama je neophodana zbog
izolacije pacijenatai prevencije daljeg Sirernja bolesti. Najéesce koristene molekularne metode su razlicite vrste reakcije
lanc¢ane polimeraze - Polymerase Chain Reaction (PCR) ( real-time PCR, multiplex real-time PCR), ciljano sekvencionira-
nje DNK (sekcencioniranje 16S rRNK gena), fluorescentna in situ nibridizacija (FISH) i metode masene spektrometrije
(MALDI —TOF- MS -matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry). Pored molekularnih
metoda, u upotrebi su i brze imunohromatohrafske metode, koje dokazuju prisutnost antigena uzroc¢nika, sa visokim
procentom senzitivnosti i specificnosti i lake su za izvodenje. Uprkos brojnim prednostima brzih molekularnih i imuno-
loskih metoda, metode zasnovane na kultivaciji, nece zastareti u bliskoj buduénosti.

Kljuéne reci: mikroorganizmi, molekularne metode, PCR, FISH, MALDI-TOF-MS
SUMMARY

The standard clinical microbiology practice, based on the phenotype and biochemical identification of microorga-
nisms, has helped the modern medicine a lot, but this approach has its limits. Fast identification of microorganisms is
exceptionally important to apply the optimal treatment measures for bacterial, viral, fungal, mycobacterial and parasitic
infections. The fast identification methods of infection-inducing bacteria and their resistance to antibiotics have been
significantly improved over the recent decades. The molecular methods are highly specific and sensitive, detecting the
bacterial agent in the material directly, providing the results very fast, and identifying new agents. These methods also
enable a fast detection of the bacterial resistance, differentiation of toxigenic and non-toxigenic strains, and identifica-
tion of the strains losing their viability during transportation, which are difficult to be cultivated, grow slowly, and are
present in small quantities in the clinical sample. Resistant pathogenic microorganisms are important to be detected
fast to isolate the patient and prevent further spread of the disease. The most frequently applied molecular methods
include diverse polymerase chain reactions (PCRs) (real-time PCR, multiplex real-time PCR), target DNA sequestration
(16S rRNA gene sequencing), fluorescent in situ hybridization (FISH), and mass spectrometry methods (MALDI-TOF-MS
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—matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry). Besides the molecular methods, the fast
immunochromatographic methods have been also applied, which confirm the presence of the causing agent antigen
with a high sensitivity and specificity, and are easy to perform. Despite the numerous advantages of fast molecular and
immunological methods, the cultivation-based methods will not become obsolete in the near future.

Key words: microorganisms, molecular methods, PCR, FISH, MALDI-TOF-MS

Respiratorne infekcije su najc¢esci razlog za obracdanje
lekaru u primarnoj zdravstvenoj zastiti. Jedna trecina svih
infekcija respiratornog trakta su infekcije donjeg respira-
tornog trakta sa incidencom od 44-50 na 1000. Etiologija
akutnih infekcija donjeg respiratornog trakta je slabo ra-
zjaSnjena, zbog ogranicene detekcija uzrocnika, a rezultat
je neadekvatnog uzorkovanja i neadekvatne metodologije
u otkrivanju uzrocnika (1).

Brza identifikacija mikroorganizama u klini¢koj mikro-
bioloskoj laboratoriji moZze biti od velikog znacaja za izbor
optimalne strategije u borbi protiv infekcija izazvanih bak-
terijama, virusima, gljivicama, mikobakterijama i paraziti-
ma. Brza identifikacija mikroorganizama u klini¢kim uzor-
cima omogucava celishodni izbor ciljane antibiotske te-
rapije. Prilagodena terapija minimizira rizik od antibiotika-
prekid normalne flore, toksicne nezeljene efekte i selek-
tivni antibiotski pritisak. Zbog toga je neophodan razvoj
i primena novih tehnologija u klinickoj mikrobiologiji (2).

Standardna mikrobioloska praksa bazirana na osnovu
fenotipske i biohemijske karakterizacije mikroorganizama
je u velikoj meri pomogla modernoj medicini, ali ovaj pri-
stup ima svoja ogranicenja. Procenjuje se, da su 10 -20%
klinickih izolata, novi mikroorganizmi, koji se ne mogu do-
kazati fenotipski-baziranom identifikacijom. Molekularne
tehnike su posebno pogodne za klinicku mikrobiologiju,
jer ne zahtevaju kulturelnu identifikaciju, brzo se izvode,
a digitalne genetske informacije mogu biti saCuvane u bazi
podataka za epidemioloske studije. Ogroman tehnoloski
napredak u sekvencioniranju DNK je pokretac za genom-
sku i molekularnu dijagnostiku (3).

Molekularne metode imaju visoku specifi¢nost i senzi-
tivnost, pomocu njih se detektuje uzrocnik direktno u ma-
terijalu, dobijaju se brzi rezultati i identifikuju novi uzroc-
nici. Ove metode pomazu tamo gde konvencionalne me-
tode ne pruzaju visok nivo pouzdanosti u identifikaciji, kod
mikroorganizama koji dovode do epidemija i kod uzrocni-
ka koji su povezani sa nozokomijalnim prenosenjem. Mo-
lekularne metode takode omogudavaju brzu detekciju
bakterijske rezistencije, diferenciranje toksigenih od ne-
toksigenih sojeva i identifikaciju uzrocnika koji su izgubili
vijabilnost tokom transporta, koje je tesko kultivisati, koji
sporo rastu i koji se nalaze u veoma malom broju u klinic-
kom uzorku (4).

Istorijski gledano, lecenje infektivnih bolesti je bilo ve-
oma tesko zbog nedovoljnog znanja, Sto je dovodilo do Si-
renja bolesti i masovnog umiranja. Unazad 150 godina, Luj
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Paster je postavio teoriju, kojom je objasnio kako se zara-
zne bolesti mogu Siriti medu ljudima. Oko 25 godina ka-
snije, 1876.god., Robert Koh je prvi dokazao kako Bacillus
anthracis moZe inficirati ovce, a kasnije je otkrio uzroc¢nike
tuberkuloze i kolere. 1884.god., Hans Christian Gram je ra-
zvio tehniku za razlikovanje Gram-pozitivnih od Gram-ne-
gativnih bakerija pomocu njihove sposobnosti da zadrza-
vaju boju kristal violet. Nakon otkri¢a strukture DNK mo-
lekule, 1953.god., pocinje era molekularne dijagnostike in-
fektivnih bolesti bazirana na nukleinskim kiselinama. Ova
dijagnostika obuhvata detekciju i karakterizaciju i bakterij-
skih i virusnih infekcija koriste¢i DNK/RNK metode. Cetiri
glavne tehnike koje su inicirale i stvorile platformu za ra-
zvitak novih tehnologija su enzimska DNK restrikcija, hibri-
dizacija nukleinskih kiselina, reakcija lan¢ane polimeraze
(PCR) i metode bazirane na fluorescenciji (5).

Dokazivanje etioloskih agenasa u infektivnim bolestima
znacajno poboljsava lecenje pacijenata uvodenjem speci-
ficno usmerene antibiotske terapije. Klinicke mikrobiolos-
ke laboratorije Sirom sveta se oslanjaju na fenotipskim me-
todama (kultura i biohemijski testovi) za detekciju i iden-
tifikaciju osobina virulencije (npr.geni za antibiotksu rezi-
stenciju, toksini) kod humanih patogena. Populacija Sirom
sveta je u povecanom riziku od obolevanja od novih zara-
znih bolesti, narocito zoonoza ili bakterijskih uzrocnika koji
nose stecene gene antibiotske rezistencije. Siroka upotre-
ba visoko senzitivnih molekularnih tehnologija za najc¢esce
uzrocnike infekcija je takode otkrila da ove bolesti nisu iza-
zvane samo jednim uzro¢nikom, kako se ranije mislilo (6).

Dijagnoza bakterijskih infekcija u laboratoriji zasniva se
na izolaciji bakterije, njenoj identifikaciji i antibiogramu.
Ovaj dijagnosticki pristup je limitiran ¢injenicom da rezul-
tati kulture kasne i Cesto su dostupni nakon davanja tera-
pije, da postoje bakterije koje se ne mogu kultivisati zbog
postojanja inhibitora, kao Sto su antibiotici ili neodgovara-
juci uslovi kultivisanja. Oko 75% bakterijskih vrsta crevne
fore se ne mozZe identifikovati rutinskim kulturelnim teh-
nikama (7).

Pored kulturelnog i biohemijskog dokazivanja bakterij-
skih uzrocnika, razvijene su i indirektne metode detekcije
bakterijske infekcije. Najzastupljenije su seroloske meto-
de, kojima se dokazuju ili antigeni ili antitela u ispitivanom
uzorku. Pouzdanost ovih metoda nije bila zadovoljavaju-
¢a za konacno postavljanje etioloske dijagnoze, te se stvo-
rila potreba za uvodenje novih senzitivnijih i specificnijih
metoda.



Reakcija lancane polimerize - Polymerase Chain Re-
action (PCR) se razvila pre otprilike 20 godina i napravi-
la je vazan napredak u molekularnoj dijagnostici, jer je
omogucena brza amplifikacija DNK (5). To je metoda koja
umnozava molekul DNK i koja omogucava stvaranje veli-
kog broja kopija koriste¢i mali pocetni uzorak DNK. DNK
polimeraza se prirodno javlja u Zivim organizmima, u ko-
jima ima funkciju da kopira DNK kada se ¢elija deli tokom
mejoze i mitoze. Polimeraza kopira tako Sto se veZze na
jedan, od dva polinukleotidna lanca koji ¢ine DNK i stva-
ra lanac komplementaran originalu (8). PCR testovi brzo
i precizno detektuju prisustvo mikroorganizama direktno
u klinickom uzorku, ukljucujuéi i one koji imaju posebne
potrebe za rast i koji sporo rastu. PCR se takode upotre-
bljava za dokazivanje prisustva gena rezistencije na anti-
biotike u uzorku. Preduslov za dijagnostiku bakterijskih
infekcija upotrebom PCR je ekstrahovanje DNK bez pri-
sustva bilo kakvih polimeraza inhibitornih supstanci. Na
izvodenje vecine dijagnostickih metoda baziranih na nu-
kleinskim kiselinama utice Cistoca ciljane nukleinske ki-
seline. Nacin preciséavanja zavisi od metode koja se upo-
trebljava i da li je cilj otkrivanje ili kvantifikacija. Znacajan
faktor koji doprinosi izboru tehnike za ekstrakciju nukle-
inske kiseline je izvor bakterijske ¢éelije: da li je ona iz ku-
lure, brisa nosa, ili je uzorak stolica, krv, sputum i dr. Nove
tehnike za ekstrakciju imaju prednost, jer su brze i otkla-
njaju svaki inhibitor koji moZze stvoriti problem pri pred-
stojecoj detekciji. Za dijagnozu infektivnih bolesti razvije-
ni su razliciti testovi bazirani na PCR tehnici (5).

Upotreba real-time PCR u klinickoj mikrobiologiji se
veoma brzo razvija, jer je jednostavna, specifi¢na, senzi-
tivna i brza metoda. Ova tehnika obuhvata i amplifikaciju
i fluorescentnu detekciju u istom koraku. Takode je sma-
njen rizik od kontaminacije, jer se analiza izvodi u istom
aparatu. UsavrSavanje opreme za real-time PCR je sma-
njilo amplifikaciju i detekciju za manje od 1¢as (5). Real-ti-
me PCR je inovacija koja omogucdava detekciju i kvantifi-
kaciju amplifikovane DNK odstranjujuci potrebu za dugo-
trajanim postamplifikcionim procesima (npr. gel elektro-
foreza). Fluorescentni signal se proizvodi u toku svakog
ciklusa amplifikacije, kao posledica prajmerom-usmere-
ne sinteze; intenzitet signala se povecava srazmerno bro-
ju generisanih amplifikovanih produkata. Prednost real-
time PCR nad standardnim metodama, kao Sto su radioi-
munoesej ili kulturelni metod, je dobro proucen i opisan
u mnogim radovima. Ova metoda je superiorna u senzi-
tivnosti, vreme za izvodenje testa je znac¢ajno smanjeno,
a najznacajnije je da on ima izuzetno Sirok dinamicki op-
seg. Limitiranost kod ove procedure je sli¢na sa ostalim
PCR tehnikama, i uklju¢uje mogucénost inhibicije polime-
raze prisustvom izvesnih komponenti i postojanjem rizi-
ka od detektovanja kontaminantne DNK zbog visoke sen-
zitivnosti ove metode (9). LaZno pozitivni rezultati mogu
nastati zbog kontaminacije nukleinske kiseline od drugih
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klinickih uzoraka i PCR produkata od predhodne amplifi-
kacije. Lazno negativni rezultati mogu nastati zbog sma-
njene senzitivnosti PCR sistema ili zbog prisustva DNK ili
RNK polimeraza inhibitora (uglavnom razli¢iti faktori u
krvi) u klinickim uzorcima.

Pneuomonija je jedna od najcescih infektivnih bolesti
i kod odraslih i kod dece. Uprkos napretku u dijagnostici,
etioloska dijagnoza pneumonija se retko postavlja sa pot-
punom precizno$¢u. Cak i u strogo kontolisanim studija-
ma, veoma je tesko postaviti etiolosku dijagnozu, koja
se postavlja samo u 50% slucajeva vanbolnicki ste¢ene
pneumonije. U svakodnevnom radu, taj procenat je zna-
¢ajno nizi. S.pneumoniae je najceséi uzocnik vanbolnicki
ste¢ene pneumonije i kod dece i kod odraslih. Definitiv-
nu dijagnozu pneumokone pneumonije je teSko utvrdi-
ti konvencionalnim dijagnosti¢kim testovima. Hemokul-
ture imaju slabu senzitivnost, a izolacija S.pneumoniae
iz sputuma moze predstavljati i orofaringeanu koloni-
zaciju. Pneumokokni urinarni antigenski test ima svoje
prednosti, ali je manje pouzdan kod dece. Vecina studija
o S.pneumoniae PCR je fokusirana na testiranje uzoraka
krvi (cele krvi, seruma ili plazme) u cilju otkrivanja skrive-
ne pneumokokne bakterijemije. U novijim studijama opi-
sana je upotreba PCR za detekciju S.pneumoniae u respi-
ratornim uzorcima i stopa PCR pozitivnosti je bila visoka
(83%-100%) (10).

Mycoplasma pneumoniae je mikroorganizam sa po-
sebnim zahtevima za rast i zahteva duzu inkubaciju. Di-
jagnoza infekcije izazvane ovom bakterijom se uglavnom
bazira na seroloskim testovima. PCR je mnogo senzitivni-
ja i znatno brZza metoda od kulture, a generalno postoji
dobra korelacija izmedu rezultata PCR i seroloskih testo-
va (10).

Legionella species ne kolonizuje respiratorni trakt, pa
detekcija ovih bakterija u klinickim uzorcima ukazuje na
infekciju. Zbog postojanja brojnih nedostataka drugih di-
jagnostickih testova, ispitivan je znacaj PCR u dijagnostici
legineloza. Glavna mana kod ispitivanja uzoraka sputuma
je to, Sto manje od polovine bolesnika sa legionarskom
boleS¢u proizvodi sputum. Kada se koristi urin kao uzo-
rak, senzitivnost PCR metode je 46%-86%. Senzitivnost
za uzorke seruma je samo 30%-43%(10).

Upotreba kulture ¢elija za detekciju Chlamydia pne-
umoniae je tehnicki zahtevan i dugotrajan proces, pa se
dijagnoza infekcija izazvanih ovom bakterijom zasniva na
seroloSkom testiranju koje koristi mikroimunofluores-
cenciju. U principu, PCR bi trebao da bude osetljiv bar
kao kultura, ali je tesko proceniti specificnost, jer nedo-
staje odgovarajudi “zlatni standard”.

C. pneumoniae DNK se moZe otkriti u uzorcima i gor-
njeg i donjeg respiratornog trakta, ali jo$ nije jasno koji je
respiratorni uzorak najpogodniji za PCR testiranje (10).

Zastupljenost infekcija uzrokovanih meticilin rezisten-
tnim Staphylococcus aureus (MRSA) i vankomicin rezi-
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Tabela 1. PCR testovi koji se koriste za dokazivanje uzrocnika pneumonija (10).

Uzrocnik Ciljani gen Tip uzorka Komentar
Streptococcus Pneumolizin, autolizin Sputum, bris grla, serum,  Problem je razgraniciti kolonizaciju
pneumoniae plazma, leukociti, urin, od infekcije kada se testiraju respira-
TIA torni uzorci; varijabilna senzitivnost
za uzorke krvi
Mycoplasma P1 adhezija, 16 SfRNA, ATP-  Sputum, nazofaringealni ~ Mnogo senzitivnije nego kultura, bris
pneumoniae aza operon bris, bris grla, BAL, TIA grla moZze biti najbolje izabrani uzorak

Legionella spe-
cies

5SrRNA, 16 SrRNA, mip

Chlamydia pneu- Klonirani Pstl fragment, 16

moniae SrRNA, MOMP, 53kDA pro-
tein, 60hDA protein, 16S-23S ispirak
spacer rRNA

Chlamydia psi- MOMP, 16 SrRNA, gseA

ttaci vo pluca

Pneumocystis ca- Mitohondrijalna rRNA,

rinii 18SrRNA, 5SrRNA, thimidilat
sintaza, dihidrofolat redukta- BAL, ETA
za, MSG

Virusi Razliciti

Sputum, BAL, ETA, bris
grla, serum, leukociti, urin

Sputum, nazofaringealni
bris, bris grla, BAL, oralni

Sputum, bris grla, krv, tki-

Sputum, bris grla, krv, tki-
vo pluca, oralni ispirak,

Nazofaringealni i bris grla,
sputum, BAL

Senzitivnost kao kultura kada se testi-
raju uzorci iz donjeg resp. trakta

Mnogo senzitivnije od kulture

Nije Siroko evaluirano

MoZe biti korisno kada postoiji klini¢-
ka sumnja, a citopatoloski rezulatati
negativni

Nije Siroko evaluirano kod pneumo-
nija, vise je upotrebljavano kod imu-
nokomprtomitovanih pacijenata

TIA-transtorakalna iglena aspiracija; BAL-bronhoalevolarna lavaza; ETA-endotrahealni aspirat

stentnim Enterococcus species (VRE) je u porastu u svim
bolnicama Sirom sveta. U jednoj studiji o stopi rezisten-
cije u 670 americkih bolnica, pokazana je povecana po-
java MRSA od 66% i povecano pojavljivanje VRE na 48%
(11). Dosadasnje kulturelne tehnike su veoma spore, a
brze i senzitivne metode, kao real-time PCR omoguca-
vaju da se moze spreciti Sirenje ovako rezistentnih soje-
va. Opisan je senzitivan i specifian test za brzu detekci-
ju MRSA direktno iz uzoraka brisa nosa, koji je baziran na
real- time PCR. Vreme od uzorkovanja do dobijanja rezul-
tata je samo 1,5h (12). Uprkos svim prednostima, ograni-
¢enje za primenu ove tehnike u manjim laboratorijama je
cena aparata, a cena jedne real- time PRC reakcije, uklju-
Cujuci DNK ekstrakciju, moZe biti vise od tri puta skuplja
od konvencionalnog PCR. U skoroj buduénosti, klinicke
laboratorije ¢e biti u moguénosti da izvode razli¢ite tipo-
ve monoplex i multiplex real- time PCR testova za trijazu,
detekciju ili bolnicki nadzor u istom automatizovanom si-
stemu (6).

Ciljano sekvencioniranje DNK (DNA target sequ-
encing): Sekvencioniranje nukleinskih kiselina je posta-
la vaZna tehnika za identifikaciju i otkrivanje patogenih
uzrocnika. Identifikacija ljudskih patogenih uzrocnika pu-
tem delimi¢nog ili celog sekvenciranja gena nije bilo Siro-
ko prihva¢eno u klinickim mikrobioloskim laboratorija-
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ma zadnjih decenija, zbog samog procesa rada i troskova
uvodenja ove tehnologije, nedostatka standardizovanih
metoda za sprovodenje analiza i tumacenje rezultata (6).
Pre 2000. godine, metoda ciljanog sekvencioniranja DNK
je prvenstveno bila koristena za identifikaciju organiza-
ma koji su bili teski za identifikaciju upotrebom konven-
cionalnih fenotipskih metoda ili kultivacijom (13). Jedan
od znacajnih molekula u molekularnoj dijagnostici bak-
terijskih infekcija je 16S rRNK gen. Ovaj gen je prisutan u
svim bakterijama i kodira isti produkt kod svih bakterija.
On sadrZzi mnoge domene od kojih su neki stalni, a neki
varijabilni (5). Parcijalno sekvencioniranje 16S rRNK gena
je dovoljno za identifikaciju bakterija i pokazano je da je
sekvencioniranje 5’ kraja 16S rRNK dovoljno za identifi-
kaciju, do nivoa vrste, vecine klini¢ki znacajnih Mycobac-
terium izolata (14). Novi organizmi nepoznate ili lose de-
finisane patogenosti se amplifikuju iz uzoraka pacijena-
ta kada se ciljaju 16S rRNK geni. Pored toga, nevijabilne
bakterijske DNK se mogu detektovati nakon zapocinja-
nja antibiotske terapije, Sto moze biti dijagnosticka pred-
nost, ako bakterije nisu izolovane iz uzorka. (15). Vise
istraZivaca je poredilo sekvencioniranje 16S rRNK genaili
gljivicnog ITS gena sa konvencionalnim fenotipskim me-
todama i komercijalnim automatizovanim sistemima za
identifikaciju humanih patogenih uzrocnika. Ciljano se-



kvencioniranje DNK omogucava visu stopu identifikacije
do nivoa vrste nego fenotipski metod sa ta¢noscu izme-
du 62% do ¢ak 92% u zavisnosti od grupe ispitivane bak-
terije i kriterijuma koji su uporebljeni za definisanje vr-
ste (16). Sekvencioniranje ima i nekih ogranicenja. Nije
moguca identifikacija viSe patogena i determinisanje iz
mnostva razlic¢itih mikroorganizama, pa se zahteva upo-
treba in situ hibridizacije ili neke slicne metode. Ove teh-
nike zahtevaju da klini¢ari znaju Sta traZe u uzorku (14).

Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) je metoda
koja se danas Siroko upotrebljava za identifikaciju, vizu-
alizaciju i lokalizaciju mikroorganizama na mnogim polji-
ma mikrobiologije. FISH je prvobitno primenjen za ispi-
tivanje uzoraka iz spoljasnje sredine, ali danas ovaj me-
tod ima primenu u mikrobioloskoj dijagnostici, za brzu
identifikaciju i direktnu vizualizaciju bakterija (17). FISH
je bazirana na kratkim oligonukleotidima koji su komple-
mentarni sa rRNK oznacenom sekvencom i daje fluores-
cenciju tokom spajanja molekule na 3" ili 5’ kraj. Upotre-
bljavaju se i polinukleotidne probe i obeleZavanje sa vise
fluorohromnih molekula. Probe ciljaju specifichu kom-
plementarnu sekvencu na rRNK u intaktnoj ¢eliji. U kom-
binaciji sa fluorescentnim mikrokopijama ili confocal la-
ser scanning mikroskopijom (CLSM) moguce je, ne samo
identifikovati organizam, vec i otkriti njegovu preciznu lo-
kaciju u trodimenzionalnom okruzenju. FISH je brza me-
toda za vizualizaciju i identifikaciju bakterija direktno u
uzocima koji se ispituju, a moguce je otkriti vrste koje se
ne mogu kultivisati (5).

Kod pacijenata sa cistichom fibrozom, veoma je zna-
¢ajno, izmedu ostalog, znati koja je bakterijska vrsta pri-
sutna u sputumu pacijenta i determinisati dominantni soj
kako bi se lecenje Sto pre zapocelo. U ovim slucajevima
FISH je oznacen kao brza i specifi¢cna metoda u kombina-
ciji sa standardnim postupcima identifikacije i odrediva-
njem osetljivosti na antibiotike. Ovim metodom se brzo i
specificno identifikuje Pseudomonas aeruginosa u respi-
ratornim sekretima (18). Na ovaj nacin se moze odrediti
aktivnost bakterija u mladim i starim biofilmovima koje
formiraju sulfat-redukujuce bakterije. Bakterije u starim
biofilmovima imaju bolju aktivnost rasta nego bakterije
u mladim biofilmovima. Merenja bazirana na FISH teh-
nologiji mogu se primeniti na biofilmove koji nastaju u
ljudskom organizmu u dodiru sa implantatima. Procena
aktivnosti rasta u ovom slucaju daje bolji uvid u aktivnu
bakterijsku populaciju, pa se moze upotrebiti preciznije i
direktno lecenje (5).

Peptide Nucleic Acid Fluorescent in situ Hybridizati-
on (PNA-FISH ) moZe da razgranici S.aureus od koagula-
za negativnog stafilokoka direktno u uzorku. Primena ove
strategije je povezana sa smanjenjem bolnickih troskova
za oko 4000 $ po pacijentu, skra¢enjem hospitalizacije za
2 dana i smanjenjem upotrebe vankomicina. Upotrebom
ove tehnike doslo je do znacajnog pada mortaliteta u jedi-
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nici intenzivne nege (JIN) sa 47,8% na 9,5% (19).

MALDI -TOF- MS (Matrix-assisted laser desorpti-
on ionization time of flight mass spectrometry) je vrsta
masene spektrometrije, koja omogucava skrining prote-
ina direktno iz intaktnih bakterija. To je nova tehnologi-
ja za rutinsku identifikaciju bakterija u klinickim mikro-
bioloskim laboratorijama. Brza je i ekonomi¢na metoda,
jednostavna za koris¢enje. Za kratko vreme ona je Siroko
prihvacena i integrisana u mnoge klinicke mikrobioloske
laboratorije. Posto detektuje Sirok spektar proteina, ova
tehnika je sposobna da napravi razliku medu srodnim vr-
stama i da klasifikuje organizme na nivou vrste (20). Celij-
ske komponente koje se detektuju su uglavnom proteini,
a takode i lipidi i polisaharidi. Proteini koji se detektuju
su oni koji su ekstraktibilni, rastvorljivi, umereno hidro-
filni, stabilni i obilno prisutni. Oni su u rasponu od 2000-
20000 mase i to su uglavnom ribozomalni proteini. Kada
se koristi za testiranje kolonija, potrebno je svega neko-
liko minuta da se dobije identifikacija, koja ponekad ne
daje samo identifikaciju mikroorganizma na nivou vrste,
vec i na nivou subvrste, omogudavajuci odredivanje epi-
demioloske povezanosti. MoZe se odredivati rezistencija
na antibiotike i neki bakterijski toksini (21). Dokazano je
da se, kod rutinskih bakterijskih izolata, korektna identifi-
kacija sa MALDI —TOF- MS, do nivoa vrste, dobija u 84.1-
93.6% (22).

Bacteroides fragilis i srodne vrste su oportunisticki,
Gram-negativni, anaerobni bacili koji uzrokuju teske in-
fekcije, izmedu kojih pluéni apsces i sepsu, a bakterijemi-
ja izazvana ovom bakterijom umnogome uti¢e na mor-
biditet i mortalitet. Infekcije koje izazivaju Bacterioides
vrste, same ili u meSanoj kulturi, imaju sposobnost da
postanu rezistentne na razliite grupe antibiotika, a re-
zistencija na pojedine antibiotike je uvek veoma visoka.
Korektna identifikacija Bacteroides na nivou vrste je ne-
ophodna, jer se rezistencija na razli¢ite antibiotike razli-
kuje medu vrstama. U ovom slucaju, kao i u slucaju osta-
lih anaerobnih bakterija koje izazivaju razli¢ite infekcije, a
koje se veoma tesko identifikuju fenotipskim metodama,
MALDI —TOF- MS je veoma preporucljiva tehnika (22).

Legionella species su fakultativne, intacelularne bak-
terije koje inficiraju makrofage. Ova bakterija, sa probilji-
vim zahtevima za rast, najcesce izaziva plucne infekcije i
rutinski se dokazuje razli¢itim molekularnim metodama,
najc¢esce PCR ciljanjem mip gena i sekvencioniranjem,
$to je skupo i zahteva duze vreme. Moliner i sar. (23) su
opisali upotrebu MALDI —TOF- MS za brzu identifikaciju
vrsta i serogrupa kod 21 Legionella vrsta za koje se zna
da izazivaju infekcije kod ljudi. 94,1% sojeva je korektno
identifikovano do nivoa vrste. Fujinami i sar. (24) su upo-
trebili dva molekularna metoda za tipiziranje- elektrofo-
rezu u pulsirajuéem polju (PFGE - Pulsed-Field Gel Elec-
trophoresis) i MALDI —TOF- MS za razlikovanje 23 vrste
L.pneumophila. U ovoj studiji, MALDI —TOF- MS rezulta-
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ti su dobijeni u okviru nekoliko sati od inicijalne kulture,
dok su PFGE analize zahtevale nekoliko dana da budu
kompletirane.

El Khéchine i sar.(25) su opisali upotrebu MALDI —
TOF- MS za rutinsku identifikaciju mikobakterija iz uzora-
ka pacijenata sa pluénom tuberkulozom. Zaklju¢no, MAL-
DI —TOF- MS je veoma moc¢na tehnika za klasifikovanje
bakterija koje je tesko kultivisati.

Mikrobioloska dijagnoza je od presudnog znacaja za
lecenje bolnicki steCenih pneumonija i kod ventilato-
rom povezane pneumonije (ventilator-associated pneu-
monia-VAP). Mnoge studije govore da rana, ciljana an-
timikrobna terapija poboljSava terapijski ishod. Najce-
$¢i uzrocCnici bolnicki stecenih pneumonija i ventilato-
rom povezane pneumonije su Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter species i razne
Gram-negativne bakterije iz familije Enterobacteriaceae
(najcesée Klebsiella pneumoniae). | u ovom slucaju, me-
tode identifikacije, bazirane na nukleinskim kiselinama,
omogucavaju vecu senzitivnost i specifi¢cnost nego tradi-
cionalne mikrobioloske tehnike. U poslednje vreme i teh-
nike bazirane na masenoj spektrometriji sve se vise upo-
trebljavaju za ova teska stanja (26).

Kao brzi, nemolekularni testovi, imunohromatograf-
ski testovi su prvi put opisani 1960.-tih godina i u pocet-
ku su nastali da bi odredili prisustvo serumskih protei-
na. Druge rane analize koje su koristile imunohromato-
grafske tehnike ukljucivale su one za kvantifikaciju leko-
imunoglobulina. U poslednjih desetak godina opisane su
mnoge imunohromatografske tehnike za detekciju infek-
tivnih bolesti, kancera, kardiovaskularnih bolesti, pankre-
atitisa i nedozvoljenih lekova. Ovi testovi su brzi, zahteva-
ju oko 15 min. za ocitavanje, jednostavni su za upotrebu,
zahtevaju samo razblaZenje testiranog uzorka u puferu i
aplikaciju nekoliko kapi (oko 200 pL) na test strip. Ovaj
test sadrZi koloidnim zlatom obeleZena antitela osusena
na filter podlogu koja je fiksirana na nitrocelulozni strip.
Zarobljena antitela su nanesena na liniju stripa i osusena.
Za izvodenje testa, uzorak se rastvori u puferu i doda na
podlogu koja sadrzi koloidnim zlatom obelezena antitela.
Antitela se specifi¢no vezuju za antigene prisutne u uzor-

ku, Sto rezultira kompleksom na membrani gde se vezuje
za antitela. Pozitivna reakcija je vidljiva kao crvena linija
stvorena vezivanjem za koloidno zlato. Sadasnje genera-
cije testova imaju i neka ograni¢enja. Samo jedan uzroc-
nik moZe biti identifikovan na jednom test stripu. Svaki
test ima varirajuci nivo senzitivnosti u zavisnosti od cilja-
nog agensa. Testovi za bakterijske agense su veoma sen-
zitivni, sposobni da detektuju od 2x105 do 2x106 CFU/
ml. Posto se ovaj test vidi kao crvena linija, senzitivnost je
limitirana subjektivnoscu (Sta ljudsko oko vidi) (27).

Za brzo dokazivanje S.pneumoniae antigena iz uzora-
ka urina i likvora koristi se imunohromatografski mem-
branski test. Ovaj test se, u odredenim slucajevima,
moZe primeniti i za bronhoalveolarnu lavazu (BAL), kao
i za epidemioloske studije (28). Za dokazivanje uzrocni-
ka respiratornih infekcija, predstavljena su tri brza testa,
koji detektuju antigene virusa inflence, Streptococcus
pneumoniae i Legionella species. Pneumokokni brzi test
detektuje Streptococcus pneumoniae kod nekih pacije-
nata sa negativnim kulturama (senzitivnost 50-80%; spe-
cificnost 90%). Senzitivnost urinskog antigenskog testa
direktno zavisi od teZine bolesti. Problem za postavljanje
dijagnoze je kod male dece, jer vise od 20% mogu nositi
pneumokoke kao deo komenzalne flore i ovo moZe do-
vesti do laZzno pozitivnih rezultata. Legionella pneumop-
hila serotip 1 je odgovorna za oko 60-70% respiratornih
infekcija. Kulturelno ispitivanje obi¢no zahteva 3-7 dana,
a sa druge strane infekcija moZze biti perakutna i fatalna
i zahteva specijalno lecenje (makrolidi ili fluorohinoloni).
U prilog brzoj dijagnozi, odredivanje legionela antigena
u urinu ima veliki klinicki znacaj. Senzitivnost ovog testa
je oko 94%, a specificnost 99-100%. Infekcije sa drugim
serotipovima se mogu detektovati putem ukrstenih re-
akcija, pa je senzitivnost niza (oko 80%). Za beta-hemoli-
ticne streptokoke, brzi testovi su su dostupni za direktnu
detekciju antigena grupe A streptokoka (S. pyogenes) i
grupe B streptokoka (S. agalactiae). Test se bazira na ek-
strakciji C-antigena iz éelijskog zida, a zatim sledi imuno-
loska reakcija. Specificnost je >85%. Imunohromatograf-
ski testovi pomazu brZzem postavljanju dijagnoze i zapo-
¢injanju rane specificne antimikrobne terapije ili profi-
lakse (29).
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Tabela 2. Dijagnosticki testovi za bakterijske uzrocnike infekcija donjeg respiratornog trakta (30)

Uzrocnik

Dostupni testovi

Komentar

S. pneumoniae, H. influenzae, M. ca-
tarrhalis, S. aureus, Gram-negativni
bacili

Legionella species

Mycoplasma pneumoniae

Chlamydia pneumoniae

Bordetella species

Nocardia species

Mycobacterium species

Gram bojenje i kultura sputuma,
BAL-a ili drugih dubokih resp. se-
kreta; Gram bojenje i kultura ple-
uralnog punktata; hemokultura

Kultura respiratornih sekreta na
selektivnoj BCYE podlozi

Detekcija urinskog antigena

Serologija

PCR sa respiratornim sekretima
Serologija

Kultura

PCR

Serologija
Kultura

PCR
Kultura

DIF

Serologija

PCR

Bojenje po Gram-u i modifikova-
no acido-alkoholno bojenje; kul-
tura respiratornih uzoraka i tkiva

Acido-alkoholno bojenje; kultura
u kombinaciji te¢ne i ¢vrste pod-

loge

Direktne amplifikacione tehnike

Urinarni S. pneumoniae antigen test-viso-
ka specificnost; senzitivnost 52-80%

Smatra se ,,zlatni stadard”

Detektuje se samo L. pneumophila sero-
grupa 1l

Potrebno 1-3 meseca za sero konverziju
NajviSe obecava

Metod izbora

Retko se izvodi, zahteva spec. podloge,
produzena inkubacija

Radi se samo u referentnim laboratorija-
ma

MIF je najbolji test

Nije Siroko u ubotrebi ; Senzitivnost 50-
70%

Nazofaringealni bris, aspirati, ispirci su
najbolji uzorci; zahtevaju spec. podloge
za transport i kulturu

Senzitivnost 65%, specificnost 99.6% sa
reagensima od moniklonalnih antitela

IgA i IgG anitela

Brza, senzitivha metoda; brisevi sa kalci-
jum alginatom su inhibitorni za PCR

Odobreno od FDA: Gen-Probe AMTDT i
Roche Amplicor and COBAS testovi
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SAZETAK

Potreba za razvojem brzih laboratorijskih dijagnostickih metoda je uslovljena, izmedu ostalog, i sve ve¢im proble-
mom rezistentne tuberkuloze. Sto se ranije utvrdi da li je bacil senzitivan ili rezistentan na pojedine antituberkulotike,
ranije se moze i zapoceti odgovarajuce lecenje. Skracivanje mikobakterioloske dijagnostike tuberkuloze je postignuto
primenom tecnih podloga sa razli¢itim osetljivim sistemima za ranu detekciju porasta mikobakterija i savremenim mo-
lekularnim metodama. Molekularne metode su zasnovane na umnozavanju nukleinskih kiselina i koriste se za direktnu
detekciju bacila tuberkuloze i brzu identifikaciju izolovane kulture mikobakterija. Takode je skraéeno vreme testiranja
osetiljivosti bacila direktnim utvrdivanjem prisustva rezistentnih bacila u uzorku bez kultivisanja, ili brzim ispitivanjem
osetljivosti prethodno izolovanih kultura tuberkuloze. Komercijalni testovi su koncipirani tako da se za kratko vreme
utvrdi prisustvo multi-rezistentne tuberkuloze. Cena ovih testova je i dalje visoka za nase uslove, te se ne koriste Siroko,
nego postoje jasne indikacije za njihovo koriséenje.

Klju€ne reci: tuberkuloza, molekularne metode, te¢ne podloge, PCR, test osetljivosti.

SUMMARY

It is an increasing rate of resistant tuberculosis, above all, that has influenced development of rapid laboratory dia-
gnostic methods. Earlier detection of sensitivity or resistance to antituberculotic drugs enables earlier initiation of the
appropriate treatment. Shortening of bacteriological diagnosis of tuberculosis was achieved after introduction of liqu-
id cultures with different sensitive systems for the early detection of mycobacterial growth and modern rapid molecu-
lar testing. Molecular methods based on nucleic acid amplification are used for the direct detection of Mycobacterium
tuberculosis as well as rapid identification of mycobacterial culture. Moreover, the time of resistance testing is signifi-
cantly shortened by direct detection without cultivation and by much faster drug-susceptibility testing in previously cul-
tivated acid-fast bacilli. Now we have commercial tests for fast detection of multi-drug resistant tuberculosis. However,
their availability in our conditions is limited by their costs, and they are not widely used. Still, clear indications for their
application are accepted.

Keywords: tuberculosis, rapid molecular testing, liquid culture system, PCR, drug-susceptibility testing.
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Uvod

lako je Svetska Zdravstvena Organizacija jos krajem
proslog veka zapocela sa programima kontrole tuberkulo-
ze i najavila njenu eradikaciju, i dalje je jedna trecina ove-
¢anstva inficirana ovim bacilom. Sve viSe zabrinjava rastu-
¢i problem rezistencije uprkos dostupnosti odgovarajucih
lekova za uspesno lecenje tuberkuloze. Za ovaj fenomen
su odgovorni kako adaptibilnost samog bacila, tako i ne-
zaobilazan ljudski faktor. Imajuci u vidu da je brza i tac¢na
mikrobioloska dijagnostika tuberkuloze jedan od osnova
programa kontrole ove bolesti, jasno je da uvodenje no-
vih i brzih laboratorijskih testova ima veliki znacaj. Tokom
nekoliko poslednjih decenija doslo je do znatnog pomaka
u oblasti laboratorijske medicine, tako da je razvijen i veli-
ki broj tehnika za brzu mikobakteriolosku dijagnostiku (1).

Standardne metode u dijagnostici tuberkuloze

Konvencionalne mikrobioloske metode podrazumeva-
ju mikroskopsko dokazivanje acidorezistentnih bacila bo-
jenjem po Ziehl-Neelsenu i kultivaciju na Léwenstein Jen-
sen podlozi. Direktna mikroskopija je brza dijagnosticka
metoda niske senzitivnosti (45-80%) i specifi¢nosti, sa ob-
zirom da je za detekciju potrebno prisustvo vise od 5000
acidorezistentnih bacila po cm3, te da se na ovaj nacin se
ne mogu razlikovati M. tuberculosis od atipi¢nih mikobak-
terija i drugih acidorezistentnih bacila. Ova metoda je i da-
lje vrlo korisna u svakodnevnom radu, posto izdvaja one
bolesnike koji su zarazni i koje je potrebno odmah izolo-
vati i uputiti u specijalisticke pulmoloske ustanove radi br-
zog zapocinjanja leCenja. Kultivacija traje 3—8 nedelja, ali
kako je za detekciju dovoljno 10-100 bacila u uzorku, radi
se o visoko senzitivnoj metodi koja je i danas zlatan stan-
dard u dijagnostici tuberkuloze. Na ovaj nacin se vrlo pre-
cizno moZze utvrditi da postoji rast kulture, potom izvrsiti
identifikacija bacila i uraditi test osetljivosti na antituber-
kulotike. Za ovaj postupak je ¢esto potrebno da prode i tri
meseca. Na Zalost, to je veoma dug period tokom kojeg
se bolest moZe razbuktati zbog koris¢enja neadekvatnih
lekova (na koje je bacil rezistentan), a bolesnik sve vreme
moze biti zarazan za svoju okolinu. Iz tog razloga se radilo
na otkrivanju novih metoda koje ce biti dovoljno senzitiv-
ne i specificne, a koje ée skratiti period potreban za dobi-
janje rezultata identifikacije uzrocnika, kao i njegove oset-
ljivosti na lekove (2,3).

Brze metode bakterioloske dijagnostike tuberkuloze

Skracivanje mikobakterioloske dijagnostike tuberkulo-
ze moZe da se izvede na dva nacina:

e kultivisanjem u te¢nim podlogama u razli¢itim oset-
ljivim sistemima za ranu detekciju porasta mikobakterija, a
zatim brzom identifikacijom izolovane kulture
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¢ primenom molekularnih tehnika
Izolovanje mikobakterija u te¢nim podlogama

Vreme potrebno za rast vidljivih kolonija spororastucih
mikobakterija je glavni nedostatak kultivisanja na ¢vrstim
podlogama. Savremeni standardi bakterioloske dijagnosti-
ke tuberkuloze u Evropi nalazu da se bacil izoluje u roku
od 21 dana, a da se u toku narednih 24 do 48 sati izvrsi
i njegova identifikacija. U Srbiji je tokom poslednjih 8 go-
dina sprovodenja Projekta kontrole tuberkuloze znacajno
uredena i osavremenjena mikobakterioloska dijagnostika
tuberkuloze. Svaka ustanova je u skladu sa svojim mogu¢é-
nostima obnovila laboratorijsku opremu. Tako se u Insti-
tutu za pluéne bolesti Vojvodine kultivacija bacila na tec-
nim podlogama radi od 2003. godine kada je kupljen BacT/
Alert.

Uvodenjem BACTEC radiometrijskog sistema 80-ih go-
dina proslog veka nacinjen je veliki pomak u dijagnostici
tuberkuloze. Rana detekcija mikobakterija u ovom sistemu
se zasniva na metabolizmu bacila, a ne na njegovom vid-
ljivom rastu. Tokom procesa rasta bakterija vrsi se mere-
nje radioaktivnosti koja je direktno srazmerna kolicini CO2
proizvedenog tokom metabolizma mikobakterija. Da bi se
izbegla primena radioaktivno obeleZenog supstrata, razvi-
jeni su neradiometrijski sistemi, kao $to su MB/Bact, BAC-
TEC 9000 i MGIT. U njima se koli¢ina CO2 meri fotometrij-
ski, a ne radiometrijski. U ovakve radiometrijske sisteme
spade i BacT/Alert koji se koristi u hasem Institutu. Kada se
radi sa ovim sistemima, vreme potrebno za izolaciju i iden-
tifikaciju mikobakterija, kao i test osetljivosti se skracuje na
3 do 4 nedelje (4, 5).

Molekularne tehnike

Molekularne metode za detekciju M. tuberculosis koje
su zasnovane na umnozavanju nukleinskih kiselina su
u bakteriolosku dijagnostiku uvedene pred kraj proslog
veka. One predstavljaju brze, visoko specifi¢ne i senzitivne
metode identifikacije uzroc¢nika tuberkuloze. Ovi testovi se
mogu raditi na vec izolovanoj kulturi, a mogu se primeniti
i na uzorcima bez prethodnog kultivisanja, odnosno iz di-
rektnog preparata (6).

Ono §to je vazno zapamtiti pri odabiru odgovarajuceg
testa je da ni u kom slucaju ne treba koristiti nestandardi-
zovane metode. Osnovni i sustinski nedostaci ovih nestan-
dardizovanih metoda su nedovoljna senzitivnost, specific-
nost i reproducibilnost, i u tom smislu se ne preporucuje
njihova primena (6). Za rutinsku dijagnostiku su razvije-
ni standardizovani komercijalni testovi - AccuProbe assay
(Gen-Probe), INNO-LiPA Mycobacteria v2 (Innogenetics) i
GenoType® Mycobacterium (Hain Lifescience). Svi ovi te-
stovi obezbeduju visoko specificnu i senzitivhu identifika-
ciju mikobakterija za svega nekoliko sati i $to je veoma zna-
¢ajno — reproducibilni su (7,8).



U Srbiji se ovi testovi za sada rade samo u Nacionalnoj
referentnoj mikobakterioloskoj laboratoriji u KCS u Beo-
gradu. U NRL se koriste GenoType® Mycobacterium testo-
vi (proizvodac Hain Lifescience) ¢ija je senzitivnost 100% a
specificnost izmedu 97 i 100% (4).
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Slika 1. Smernice za tumacenje rezultata GenoType® Mycobacte-
rium testa 1- M. tuberculosis; 2 — M. africanum; 3 — M. microti;
4 — M. bovis ssp. bovis; 5 - M. bovis BCG; 6 — M. bovis ssp. caprae
(preuzeto iz Vodica za mikrobiolosku dijagnostiku tuberkuloze
Ministarstva zdravlja Republike Srbije, Beograd, 2009.)

Prva faza u izvodenju ovih testova je izolacija DNK (ée-
lijski zid se razbija delovanjem visoke temperature i ultra
zvuka). Sledeca faza je amplifikacija specifiénih sekven-
ci DNK pomocu PCR (polymerase chain reaction), nakon
Cega se vrsi (reverzna) hibridizacija obelezenih PCR produ-
kata sa odgovarajuc¢im probama (4).

Time se dobijaju rezultati u vidu tamnih linija na mesti-
ma gde je doslo do reakcije hibridizacije, a nakon toga sledi
interpretacija rezultata poredenjem sa smernicama datim
od strane proizvodaca (slika 1).

Brze tehnike u ispitivanju osetljivosti bacila tuberkuloze
na antituberkulotike

Konvencionalno testiranje rezistencije se zasniva na
metodama koje procenjuju porast mikobakterija u prisu-
stvu antituberkulotika. Najc¢eSce se koristi metod propor-
cije na Lowenstein-Jensen podlozi koji traje nekoliko nede-
lja. Primenom savremenih mikobakterioloskih dijagnostic-
kih procedura, i to direktnim utvrdivanjem, odnosno is-
klju€ivanjem prisustva rezistentnih bacila u uzorku bez kul-
tivisanja, ili brzim ispitivanjem osetljivosti prethodno izo-
lovanih kultura bacila tuberkuloze, ovaj process se moze
znacajno skratiti (4).

Prvo znacajnije skracenje testa rezistencije je postignu-
to uvodenjem BACTEC 460 TB sistema Ciju je Siru prime-
nu ogranicila Cinjenica se radi o radiometrijskoj metodi.
Neradiometrijski sistemi (MGIT960) su preuzeli primat i u
ovom delu mikobakterioloske dijagnostike. Prosecno vre-
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me izvodenja testa rezistencije na neradiometrijskom si-
stemu je 8 do 10 dana (4, 8, 9).

Danas postoji veliki broj molekularnih tehnika koje
omogucavaju brzo utvrdivanje rezistencije bacila tuber-
kuloze. Najvazniji zajednicki princip genotipskih testo-
va je detekcija mutacija odgovornih za pojavu rezistenci-
je na dati antituberkulotik. Otkrivanje svih mutacija jo$
uvek nije dostupno u rutinskoj dijagnostici. 1z tog razloga
se ovim testovima detektuju samo one mutacije za koje je
dokazano da su najcesce prisutne i najznacajnije za nasta-
nak rezistencije na odredeni antituberkulotik. Genotipski
testovi za ispitivanje rezistencije se mogu koristiti direktno
u uzorku, kao i u prethodno izolovanoj kulturi mikobakte-
rija. Ovim testovima se obavezno ispituje rezistencija na ri-
fampicin koja je kljuéna, jer se smatra markerom multiple
rezistencije. Takode, pojedini od ovih testova otkrivaju i re-
zistenciju na izonijazid. Na taj nacin su komercijalni testo-
vi koncipirani tako da se za kratko vreme utvrdi prisustvo
multi-rezistentne tuberkuloze (8, 4).

GenoType® MTBDRplus (Hain Lifescience) koji se kori-
sti u NRL je molekularni geneticki test koji omogucava si-
multanu identifikaciju M. tuberculosis kompleksa i detek-
ciju rezistencije na rifampicin i izonijazid. Test se moZe us-
pesno koristiti i direktno u mikroskopski pozitivnim uzor-
cima sputuma i u ve¢ izolovanim kulturama bacila. U oba
slucaja testom se identifikuje M. tuberculosis i utvrduje
osetljivost na rifampicin i izonijazid. Zbog svega toga, ovaj
test pruza dragocenu mogucnost brzog i efikasnog otkriva-
nja multirezistentne tuberkuloze (4, 8, 10, 11).

Zakljucak

Savremene bakterioloske dijagnosticke procedure za
detekciju M. tuberculosis, njegovu identifikaciju i utvrdiva-
nje osetljivosti na dva najvaznija antituberkulotika (rifam-
picin i izonijazid) su dovele do znacdajnog pozitivhog poma-
ka u kontroli tuberkuloze. Pomodu njih za puno krace vre-
me nego ranije mozemo postaviti dijagnozu i zapoceti od-
govarajuce lecenje, a Sto je jos vaznije, moZzemo brzo po-
staviti dijagnozu MDR TB.

U bogatim zemljama Evrope ¢ak 90% bakterioloske di-
jagnostike tuberkuloze se bazira na ovim metodama. U Sr-
biji to nije i ne treba da bude slucaj. Kod nas je ove metode
potrebno koristiti ciljano i racionalno.

Tecne podloge postoje u svega nekoliko mikobakteri-
oloskih laboratorija u Srbiji (tacnije 5), od kojih su dve u
Vojvodini (IPBV i Specijalna bolnica u Zrenjaninu). Prema
savremenim standardima trebalo bi za svaki uzorak zase-
jati jednu te¢nu i jednu ¢vrstu podlogu. Medutim, ono $to
je realno u nasoj situaciji je da se na te¢nu podlogu zase-
javaju:

e mikroskopski pozitivni uzorci

e uzorci za dijagnostiku vanplué¢ne TB

e sumnja na rezistentnu TB.
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Molekularne tehnike predstavljaju jo$ uvek nedostiz-
nu vrstu dijagnostike za veéinu nasih mikobakterioloskih
laboratorija. Postoje, medutim, situacije u kojima je neop-
hodno brzo utvrditi postojanje rezistencije na rifampicin i
izonijazid, odnosno brzo dijagnostikovati MDR TB. Posto-
janje ove dijagnostike u Nacionalnoj referentnoj laborato-
riji omogucuje svim centrima za dijagnostiku i lecenje tu-
berkuloze u Srbiji da ovu moguénost koriste i to u slede¢im
slucajevima:

e prethodno leceni bolesnici

e suspektni iz pregleda kontakta sa MDR-TB

e  kultura monorezistentna na rifampicin ili izoniazid
e potvrda MDR-TB

e  pozitivne kulture posle 3 meseca lecenja

e uzorci iz bolnice u Beloj Crkvi

Pravilnim koriséenjem svih bakterioloskih dijagnostic-
kih procedura u moguénosti smo da na vreme i tacno po-
stavimo dijagnozu tuberkuloze i sprovedemo odgovaraju-
e lecenje a sve u cilju Sto veceg uspeha lecenja i jo$ bolje
kontrole ove bolesti.
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SAZETAK

IGRA testovi (IGRA assays - interferon gamma release assays) su novi testovi za utvrdivanje prisustva tuberkulozne
infekcije (prvenstveno latentne) kod ispitanika. Zasnovani su na konceptu da T éelije osoba senzibilisanih M. tuberculo-
sis oslobadaju interferon gama (IFN-y) pri ponovnom susretu sa mikobakterijskim antigenima. Zbog toga se IGRA testo-
vi nazivaju i IFN-y testovi. Mada su rane verzije IGRA testova koristile preciséeni proteinski derivat (PPD) kao stimuliSuci
antigen, novije verzije koriste antigene koji su specifi¢ni za M. tuberculosis.

U protekloj deceniji na trzistu su se pojavila dva IGRA testa: Quantiferonski test i T-SPOT.TB test. Quantiferonski test
se zasniva na primeni ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) metode i odredivanju koncentracije interferona
gama u krvi ispitanika. T-SPOT.TB test primenom ELISPOT (Enzyme-Linked Immunospot) tehnike odreduje broj T limfo-
cita koji produkuju IFN-y u susretu sa antigenima specifiénim za M. tuberculosis. Kao i tuberkulinski kozni test i IGRA te-
stovi imaju svoje prednosti i mane.

Danas se IGRA testovi upotrebljavaju u mnogim, uglavnom razvijenim zemljama sveta. U nekima od njih ovi testo-
vi su zamenili dosadasniji, tradicionalni tuberkulinski kozni test, dok se u drugim zemljama pored PPD testa primenjuju
i IGRA testovi radi potvrde pozitivnosti PPD testa. U Republici Srbiji je do sada registrovan samo Quantiferonski test. U
Institutu za pluéne bolesti Vojvodine ovaj test je do sada koris¢en samo u naucénoistrazivacke svrhe.

Potrebna su dalja ispitivanja IGRA testova u cilju utvrdivanja korisnosti njihove primene u svakodnevnom klinickom
radu.

Kljucne reci: tuberkuloza, IGRA, Quantiferon, T-SPOT.TB.

SUMMARY

Interferon gamma release assays (IGRAs) are the novel tests for detecting TB infections, primarily the latent ones.
They are based on the concept that the T cells of M. tuberculosis sensitized subjects release interferon gamma (IFN-y)
at a repeated contact with mycobacterial antigens, therefore also termed the IFN-y-tests. Although the early IGRA ver-
sions used a purified protein derivative (PPD) as a stimulating antigen, the recent versions use M.tuberculosis-specific
antigens.

Two IGRA versions have emerged in the last decade: the Quantiferon and the T-SPOT.TB test. The Quantiferon test
is based on applying the Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA), and measuring interferon gamma concentrati-
ons in the patients’ blood. The T-SPOT.TB test applies the Enzyme-Linked Immunospot (ELISPOT) technique to determi-
ne the count of IFN-y-releasing lymphocytes in conact with M.tuberculosis-specific antigens. Like tuberculin skin tests,
IGRAs also have their pros and cons.
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IGRA tests are nowadays applied in many, mostly developed countries, somewhere entirely substituting the traditio-
nal tuberculin skin test, or accompanying the PPD test to confirm its positivity. In the Republic of Serbia, only the Quan-
tiferon test has been officially registered so far. It has been applied in the Institute for Pulmonary Diseases of Vojvodina

for scientific research only.

IGRAs require further investigation to evaluate their utility in the routine clinical practice.

Key words: tuberculosis, IGRA, Quantiferon, T-SPOT.TB

Uvod

Broj obolelih od tuberkuloze u svetu stalno raste. Go-
disnje se prijavi Sest do osam miliona novih aktivnih sluca-
jeva tuberkuloze. Ocenjeno je da Sirom sveta od tuberku-
loze svakog minuta umre Cetiri coveka, a godisnje oko dva
miliona ljudi (1). Kao najces¢i uzroci porasta morbiditeta
od tuberkuloze navode se: epidemija infekcije virusom hu-
mane imunodeficijencije (HIV), migracija stanovnistva, po-
rast siromastva i porast broja obolelih koji su inficirani rezi-
stentnim sojevima mikobakterija i koji su neizlecivi, jer an-
tituberkulotici nemaju efekta (1). Ukoliko celokupna zajed-
nica ne preduzme odgovarajuce korake svetu preti epide-
mija neizlecive tuberkuloze, uzrokovane multirezistentnim
uzrocnikom, Sto nas vracda u eru pre otkric¢a efikasnih leko-
va, antituberkulotika - kada je svaka peta osoba u Evropi
umirala od tuberkuloze (19. vek) (1).

Uzimajuéi u obzir navedene cinjenice Svetska Zdrav-
stvena Organizacija (SZO) je 1993. godine proglasila tuber-
kulozu globalnim zdravstvenim problemom i opstom opa-
snoscu po svet (1). Pojacani su napori SZO na stvaranju no-
vih vodica za rano otkrivanje, izolaciju i le¢enje obolelih od
tuberkuloze (DOTS). Dodatni deo opste STOP-TB strategije
koja je pokrenuta 2006.g. usmeren je na razvoj boljih leko-
va, razvoj nove vakcine i poboljSanje dijagnostike (1).

Prema najnovijim stavovima SZO pored ranog otkriva-
nja, izolacije i leCenja obolelih, neophodno je usmeriti na-
pore ka pronalazenju i tretmanu osoba sa latentnom tu-
berkuloznom infekcijom (LTBI). Ako je dijagnostikovana,
LTBI moZe da se leci i time spreci progresija u ATB. Hemi-
oprofilaksa (preventivna terapija ATB) podrazumeva pre-
ventivno davanje antituberkulotskih lekova osobama sa
znacajnim rizikom od razvoja ATB, tj. leCenje latentne tu-
berkulozne infekcije (LTBI) radi smanjenja rizika od progre-
sije ka klinicki manifestnoj bolesti (ATB), kao i davanje le-
kova osobama koje su pod povecanim rizikom da dobiju
ATBI, a nisu inficirane (1).

Osobe sa znacajnim rizikom od progresije infekcije u
bolest (ATB) predstavljaju (2): osobe sa imunokompromi-
tovanim stanjima (urodena i steCena: dugotrajna prime-
na glikokortikoida (>15 mg dnevno prednizona ili analoga
duZe od 4 nedelje), polihemioterapije, anti-TNF-a tretma-
na i dr. imunosupresivne terapije, koinfekcija HIV virusom,
maligne bolesti (hematoloski maligniteti: leukemije, limfo-
mi, karcinomi glave, vrata i pluéa), transplantacija organa,
dijabetes melitus, terminalni stadijum hronicne bubrezne
slabosti, gasterektomija, jejuno-ilealni bajpas, silikoza, al-
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koholizam, intravenska narkomanija, pusenje, pothranje-
nost vec¢a od 5% i dr.), deca do 5. godine Zivota, osobe sa
svezom konverzijom tuberkulinskog koZnog testa (prema
preporukama Centa za kontrolu i prevenciju bolesti (CDC):
ako je PPD test vedi za 210 mm od prethodnog, izvrSenog
tokom poslednje dve godine).

Hemioprofilaksa se u nasoj zemlji sprovodi primenom
izonijazida u trajanju od 6 meseci (6H) ili kombinacijom
izonijazida i rifampicina u trajanju od 3 meseca (3HR). Kod
HIV pozitivnih lica ili osoba koje imaju druga stanja imu-
nosupresije hemioprofilaksa se sprovodi izonijazidom u
trajanju od 12 meseci (2). Od nedavno se umesto termi-
na “preventivna terapija” ili “hemioprofilaksa” koristi izraz
“tretman LTBI” (2).

Poznato je da latentna infekcija M. tuberculosis indu-
kuje jak ¢elijski imunski odgovor posredovan CD4+ cCelija-
ma Th1 tipa, tako da njegovo odredivanje moze da posluZi
kao senzitivan pokazatelj prisustva malog broja uspavanih
bacila.

Tuberkulinski kozni test (PPD test) je vise od 100 go-
dina bio jedina skrining metoda za identifikaciju osoba sa
tuberkuloznom infekcijom (3). Medutim, primenom PPD
testa bilo je nemoguce da se identifikuje latentna infekci-
ja M. tuberculosis medu BCG vakcinisanim osobama i da
se izdvoje oni koji su pod rizikom od razvoja aktivne tuber-
kuloze. To je zbog toga Sto ovaj test koristi PPD (precis¢eni
proteinski derivat) tuberkulin koji je mesavina mnogo anti-
gena. On sadrzi solubilne proteine ubijenih bacila tuberku-
loze (M. tuberculosis), tj. one antigene koji se mogu iden-
tifikovati kako kod M. tuberculosis, tako i kod veéine netu-
berkuloznih mikobakterija iz okruzenja i kod Mycobacteri-
um bovis (BCG vakcina sadrZi Zivi atenuisani soj Mycobac-
terium bovis). Koris¢enjem imunoelektroforetskih tehnika
i analizom genoma mikobakterija utvrdeno je da je ukrste-
na reaktivnost posledica antigenske slicnosti izmedu pro-
teina stvorenih u razlic¢itim vrstama mikobakterija.

Od otkri¢a uzrocnika tuberkuloze ¢ine se pokusaji da se
ekstrahuju Cisti imunodominantni antigeni M. tuberculo-
sis iz kulture bacila. Traganje za monospecificnim antige-
nima M. tuberculosis koji bi bili od znacaja za dijagnostiku
tuberkulozne infekcije intenziviralo se prethodnih deceni-
ja. Medu razlicitim produktima M. tuberculosis nedavno
su identifikovana dva niskomolekularna sekretorna pro-
teina (Mycobacterium tuberculosis secretory antigens-
MTSA): ESAT-6 (eng.early secreted antigenic target-6) i
CFP-10 (eng.culture filtrate protein-10) ciji geni pripada-
ju RD-1 genskom region i TB7.7 sa genima smeStenim u



RD11 genskom regionu (4,5). Oni su prisutni kod M. tuber-
culosis complex (M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis),
a odsutni u svim vakcinalnim sojevima (M. bovis Bacillus
Calmette Guerin) i mikobakterijama iz okruZenja sa izuzet-
kom M. kansasii, M. marinum, M. szulgai, M. flavescens i
M. gastrii (4,5). Homolog ESAT-6 je identifikovan i u geno-
mu M. leprae. Ovi proteini izazivaju jak T éelijski odgovor u
osoba sa tuberkuloznom infekcijom. Prema dosadasnjim
rezultatima smatra se da su ovi antigeni dovoljno specific-
ni za M. tuberculosis i da mogu da doprinesu poboljsanju
dosadasnje dijagnostike tuberkulozne infekcije (4,5).
Imunski odgovor T ¢elija domacina na ranije unesene
antigene M. tuberculosis moZe da se ispita i pomocu IGRA
testova (IGRA assays - interferon gamma release assays).
IGRA testovi su zasnovani na konceptu da T celije osoba
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senzibilisanih sa M. tuberculosis oslobadaju interferon
gama (IFN-y) pri ponovnom susretu sa mikobakterijskim
antigenima. Zbog toga se IGRA testovi nazivaju i IFN-y te-
stovi (6,7). Sada su komercijalno dostupna dva IGRA testa:
Quantiferonski test (Cellestis, Australia) i T-SPOT.TB test
(Oxford Immunotec, UK) (6,7). Prvi test se zasniva na pri-
meni ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) me-
tode i odredivanju koncentracije interferona gama u krvi
ispitanika. T-SPOT.TB test (Oxford Immunotec, UK) prime-
nom ELISPOT (Enzyme-Linked Immunospot) tehnike odre-
duje broj T limfocita koji produkuju IFN-y u susretu sa an-
tigenima specificnim za M. tuberculosis. Za razliku od PPD
testa IGRA testovi se izvode in vitro. Quantiferonski test
koristi punu krv, dok T-SPOT.TB test koristi mononuklear-
ne Celije periferne krvi. Mada su rane verzije IGRA testo-

Tabela 1. Svojstva tuberkulinskog koznog testa i IGRA (IFN-y) testova

PPD ELISPOT ELISA
Unutrasnje nema Negativna kontrola i PHA Negativna kontrola i PHA
kontrole
Antigeni PPD Peptidi iz CFP-10 i ESAT-6 Peptidi iz CFP-10, ESAT-6 i TB7.7
Osnova testa koza MCPK Puna krv
Vreme neophodnoza 48-72h 20h inkubacija i 3h za kona-  20h inkubacija i 3-4h za kona-

rezultat ¢an rezultat ¢an rezultat

Celije u testu Neutrofili, CD4 i CD8 celije CD4T-Celije CDA4 (CD8) T ¢elije u punoj krvi
paméenja, DC, makrofagi

Citokini u testu IFN-;y, TNF-a, TNF-B IFN-y IFN-y

Odreduje Promer indurata

Merna jedinica Milimetri

Broj efektornih T ¢elija koje
produkuju IFN-y

Broj ¢éelija koje stvara

Koncentraciju IFN-y oslobode-
nog iz T éelija pune krvi

Iu/ml

IFN-y

Rezultat merenja Veli¢ina induracije

Broj T Celija koje produku-

Koncentracija IFN-y u plazmi

ju IFN-y

Efekat Th na
rezultat testa

Bez efekta, ukoliko je dat
ubrzo posle ekspozicije

Povezanost sa zastit- Ne Da

nom imunoséu

Opada u odgovoru na tera-
piju, ali postoje znacajne in-
terindividualne varijacije u
stopi opadanja

Opada u odgovoru na terapiju,
ali postoje znacajne interindi-
vidualne varijacije u stopi opa-
danja

Da

ELISA: Enzyme linked immunosorbent essay, ELISPOT: enzyme linked immune spot; PHA: fitohemaglutinin; PPD: preci-
$¢eni proteinski derivat; CFP: culture filtrate protein; ESAT: early secreted antigenic target; MCPK: mononuklearne éelije
periferne krvi; DC: dendriti¢ne éelije, IFN: interferon; TNF: faktor nekroze tumora.
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va koristile preciSé¢eni proteinski derivat (PPD) kao stimu-
liSuci antigen, novije verzije koriste antigene koji su speci-
ficni za M. tuberculosis: ESAT-6 i CFP-10. Tre¢a generacija
IGRA-ELISA testa (QuantiFERON-TB Gold in tube test) po-
red vec¢ dva spomenuta antigena koristi i TB 7.7 antigen
(6). Zbog boljih tehnickih karakteristika, IGRA-ELISA test se
cescée upotrebljava.

Kao i tuberkulinski koZni test i IGRA testovi imaju svo-
je prednosti i ogranicenja i nijedan od njih ne zadovoljava
sve potrebne uslove (6,7). IGRA testovi su dobra alternati-
va PPD testu jer razlikuju BCG vakcinaciju od infekcije M.
tuberculosis ili oportunistickim mikobakterijama. Za razli-
ku od PPD testa, pri koriS¢enju IGRA testova nema gresaka
oko aplikacije i ocitavanja testa, niti fenomena pojacanja
reakcije (ponovljeno testiranje ne dovodi do tzv.”booster
fenomena”). Prednost IGRA-ELISA testa nad PPD testom
je dodatak pozitivne i negativne kontrole zbog ¢ega IGRA-
ELISA test moZe da razlikuje prave negativne odgovore od
anergije. IGRA testovi su prikladni za testiranje na velikom

ne, moguce je da je pozitivan rezultat IGRA testa posledi-
ca infekcije M.kansasii, M. szulagi ili M. marinarum. Ako se
sumnja na takve infekcije potrebno je obaviti alternativno
testiranje (6,7).

Negativan rezultat IGRA testa moZze da iskljuci infekciju
M. tuberculosis kod imunokompetentnih osoba bez simp-
toma i znakova bolesti (iskljucivanje ATB), ali samo jedan
negativan rezultat IGRA testa ne moze pouzdano da isklju-
Ci aktivno oboljenje kod osobe kod koje postoji sumnja da
boluje od tuberkuloze. Negativan rezultat IGRA testa kod
osoba koje su bile u nedavnom kontaktu sa osobama koje
imaju infektivnu tuberkulozu treba da bude potvrden po-
novnim izvodenjem IGRA testa. Za sada se smatra da vre-
me ponovnog izvodenja IGRA testa treba da bude sli¢no
vremenu preporu¢enom za ponovni PPD test (8-10 nede-
lja od prestanka ekspozicije) (6,7).

Neodreden rezultati IGRA testa je mogug, ali je neuo-
bi¢ajen. Cei¢i je kod imunokompromitovanih osoba (po-
sebno sa HIV infekcijom), moZe da bude u vezi sa staros¢u

broju ljudi. Metodologija IGRA
testova omogucuju inkubiranje

Strategijajednog koraka:

uzoraka krvi na terenu i njihov

IGRA pozitivan 6 meseci INH

—

IGRA test

Strategija dva koraka:

PPD
negativan | Bez tretmana

IGRA ;

1G < pozitivan 6 meseci INH
IG : Bez tretmana
negatvan

jednostavan transport do labo-

ratorija za izvodenje testa. Testi-

ranje je brzo i jednostavno, nalaz

se dobija u roku od 24 sata. IGRA

testovi su prikladni za ponavlja-

nje testiranja i za serijsko testi-

ranje. Ponovljivost i objektivnost T
testa su velike. pozitivan

Glavni nedostaci IGRA testo-
va su visoki materijalni troskovi;
potreba za laboratorijskom opre-
mom za izvodenje testova i edu-
kovanim osobljem koje treba da izvrsi analizu i interpreti-
raciju rezultata (6,7).

Rezultat IGRA testova moze biti pozitivan, negativan i
neodreden (ni pozitivan, ni negativan).

Pozitivan rezultat IGRA testa ukazuje na tuberkuloznu
infekciju, ali ne pravi razliku izmedu latentne infekcije i ak-
tivne bolesti, niti izmedu nedavno i ranije stecene latentne
infekcije. U tom pogledu IGRA testovi su sli¢ni PPD testu.
Smatra se da nema razloga da se pozitivan rezultat IGRA
testa proverava PPD testom, vec je u slucaju pozitivhog
rezultata testa potrebno najpre da se iskljuci/potvrdi po-
stojanje ATB (potrebno je sprovesti dodatnu dijagnostiku:
klinicki pregled, radiogram grudnog kosa, bakterioloska is-
pitivanja: direktna mikroskopija i kulture, bronhoskopija i
dr.). Ako se iskljuci postojanje ATB neophodna je primena
hemioprofilakse kod osoba sa poveéanim rizikom od ra-
zvoja ATB, a u cilju eliminacije LTBI. Ako je hemioprofilaksa
kontraindikovana potrebno je pracenje inficirane osobe.
Kako su ESAT-6, CFP-10 i TB7.7 antigeni odsutni kod veci-
ne poznatih netuberkuloznih mikobakterija i iz BCG vakci-
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(ispod 5iiznad 80 godina Zivota) ili je posledica odstupanja
od preporucene procedure testa (tehnickih greSaka u pri-
kupljanju krvi i izvodenju testa) (6,7).

Tokom protekle decenije IGRA testovi su intenzivno is-
pitivani u mnogim zemljama sveta, a sada se ve¢ prime-
njuju i u svakodnevnom klinickom radu za otkrivanje tu-
berkulozne infekcije, prvenstveno latentne (9-11). U mno-
gim zemljama sveta publikovani su nacionalni vodici za ko-
ris¢enje IGRA testova, a neki tek treba da budu objavlje-
ni. Vodici su predominantno iz visoko razvijenih zemalja sa
uspostavljenim screening programom za LTBI. Preporuke
o koris¢enju IGRA testova (skrining za LTBI) variraju medu
zemljama kao:

e  Strategija jednog koraka: koristi se samo IGRA test

(prvenstveno IGRA-ELISA test).

e  Strategija dva koraka - prvo PPD test, pa potom
IGRA test kao potvrdni test kod PPD pozitivnih
osoba.

e U nekim zemljama se preporucuje primena samo
jednog testa: ili PPD test ili IGRA test.



Na osnovu dosadasnijih ispitivanja stice se utisak da je
najpovoljnija strategija za koris¢enje IGRA testova “testira-
nje u dva koraka”, posebno u ispitivanjima kontakata koji
su primili BCG vakcinu.

Prema preporukama Centra za kontrolu i prevenciju
bolesti (CDC) iz 2005.g. ,,IGRA-ELISA test moZe da se pri-
menjuje u svim uslovima (situacijama) u kojima se koristi
PPD test, ukljuCujuci i ispitivanje kontakata” (12). Ovaj test
moze da se koristi umesto PPD testa ili zajedno sa PPD te-
stom, kao pomoc pri dijagnostici LTBI i ATB. Ovaj test moze
da se primeni kod: dece i odraslih, kod imunokompeten-
tnih i imunokompromitovanih osoba. Prema CDC prepo-
rukama pozitivan rezultat IGRA-ELISA testa treba da ima
za posledicu iste javno zdravstvene i medicinske mere kao
i pozitivan rezultat PPD testa.

Centar za kontrolu i prevenciju bolesti (CDC) je juna
2010 god. objavio najnovije smernice za primenu IGRA te-
stova u detekciji M. tuberculosis infekcije (13). Ove smer-
nice jasno navode:

e  situacije u kojima treba koristiti IGRA test, ali je i

PPD test prihvatljiv

e  situacije u kojima treba koristiti PPD test, ali je i

neki od IGRA testova prihvatljiv

e  situacije u kojima se ravnopravno mogu koristiti

PPD test i IGRA testovi (kontakti)

e  situacije u kojima treba razmotriti primenu i PPD

testa i IGRA testa

IGRA-ELISA test (Quantiferonski test) je registrovan u
Republici Srbiji 2009.g., ali prema nasim saznanjima nije
bio u upotrebi, tako da nema ni nacionalnog vodica za nje-
govo koriséenje u Republici Srbiji. U Institutu za plué¢ne bo-
lesti Vojvodine ovaj test je do sada koris¢en samo u nauc-
noistrazivacke svrhe (14).

Zamena PPD testa IGRA testovima ili njihovo kombino-
vano koris¢enje moze biti korisnije u dijagnostici infekci-
je, Sto je od klinickog znacaja zbog smanjenja broja osoba
kod kojih se indikuje sprovodenje hemioprofilakse/DOTS
ili dalje pracenje inficiranih. Za sada je dobra strategija da
se oba testa uvrste u dijagnosticki algoritam tuberkulozne
infekcije. Odluka za koriS¢enje jednog ili drugog testa ée za-
visiti od: ispitivane populacije, ciljeva testiranja i materijal-
nih sredstava (14).

Ogranicenja ispitivanja senzitivnosti i specificnosti IGRA
testova

Na osnovu publikovanih ispitivanja stie se utisak da
IGRA testovi mogu biti superiorniji od tuberkulinskog koz-
nog testa (PPD) u identifikaciji osoba sa latentnom tuber-
kuloznom infekcijom (LTBI) i rizikom od razvoja ATB jer na
rezultate ovih testova ne utice prethodna BCG vakcinacija
i infekcija netuberkuloznim mikobakterijama.

Postoje mnogobrojni razlozi koji otezavaju ispitivanje
senzitivnosti i specifi¢nosti ovih testova.
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Najveéi problem u oceni senzitivnosti i specifi¢no-
sti IGRA testova je nedostatak zlatnog standarda za LTBI
(11,16). Najcesée koris¢ena zamena za ocenu senzitivnosti
IGRA testova kod LTBI u studijama poprecnog preseka je
bila novo dijagnostikovana ATB, jer osobe sa boleS¢u mo-
raju biti inficirane M. tuberculosis. Medutim, ovo je losa
zamena zbog poznatog smanjenja u ¢éelijski posredovanoj
imunosti (koju ovi testovi ocenjuju) kod takvih bolesnika
(15). Idealan zlatni standard u studijama poprec¢nog pre-
seka bi bile zdrave osobe sa znanjem da imaju tuberkulo-
znu infekciju. Samo oni bolesnici koji su le¢eni od ATB i koji
su se klinicki oporavili ispunjavaju ove kriterijume (11,16).

IGRA testovi nemaju optimalnu senzitivnost i ne mogu
da razlikuju ATB od LTBI, $to znacajno smanjuje njihovu
specifi¢nost za ATB (6,7). IGRA testovi mogu da budu ko-
risni u dijagnostici ATB, ali ne mogu da zamene odgovara-
juéu bakteriolosku/patohistolosku/molekularnu potvrdu
bolesti. Za sada je najvecda potencijalna korist IGRA testo-
va u iskljuéivanju dijagnoze ATB ili u dijagnostici vanplu¢ne
tuberkuloze (16-18).

Dodatno vazno ogranicenje u ispitivanju senzitivnosti i
specifiénosti IGRA testova je heteregenost u pogledu izla-
znih rezultata objavljenih ispitivanja koja su sprovedena u
razli¢itim okruZenjima, ¢esto sa malim brojem ispitanika,
koji su imali razlicite rizike za ekspoziciju i infekciju i sa ra-
zli¢itim vremenom testiranja. KoriS¢enje razli¢itih doza tu-
berkulina i razli¢itih granic¢nih (cut-off) vrednosti za defini-
sanje pozitivnosti tuberkulinskog koZnog testa, prema pre-
porukama nacionalnih vodica u razli¢itim zemljama sveta
komplikuje interpretaciju rezultata tuberkulinskog koZznog
testa i otezava analizu uskladenosti (ocenu senzitivnosti i
specifi¢nosti) rezultata PPD testa i IGRA testova (18,19).
Ocekivana prevalenca LTBI i prevalenca i politika BCG vak-
cinacije je takode znacajno varirala u publikovanim istra-
Zivanjima. Zbog ovih metodoloskih razlika, zbirna ocena
IGRA testova moZe biti utvrdena samo za rezultate sen-
zitivnosti medu bolesnicima sa ATB (kao zamena za LTBI) i
specifi¢nost u populacijama sa niskim rizikom (19).

Do danas je vedina ispitivanja IGRA testova ukljuci-
la istraZivace koji su razvili ove testove. Ovo je neizbeino
zbog nedavnog uvodenja IGRA testova, Sto mozZe da stvori
dva problema. Prvo, veoma sloZeni testovi mogu na pocet-
ku da postignu odli¢ne rezultate u istrazivackim laborato-
rijama, ali izvodenje testa moZe biti umanjeno ukoliko ga
izvode istrazivaci sa nedovoljno iskustva. Drugo, istrazivaci
mogu imati sukob interesa ako su zadrzali finansijski inte-
res u testu (11,16).

ZAKUUCAK
Koris¢enje IGRA testova je aktivno polje ispitivanja. Po-
trebna su dalja ispitivanja IGRA testova u razlicitim sredi-

nama i razli¢itim populacijama u cilju utvrdivanja korisno-
sti njihove primene u svakodnevnom klini¢ckom radu.
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Ocekuje se da ¢e buduca saznanja u identifikaciji novih
M. tuberculosis specifi¢nih antigena i citokina u imunskom
odgovoru na mikobakterijsku infekciju doprineti daljem
unapredenju i poboljsanju dijagnosticke tacnosti (senzitiv-
nosti i specifinosti) trenutno dostupnih IGRA testova.
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SAZETAK

Citologija kao dijagnosticka metoda zauzima vazno mesto u pluénoj patologiji, posebno u dijagnostici tumora. Citoloski
materijal moze se dobiti razlicitim metodama kao eksfolijativna citologija i aspiraciona citologija. lako je eksfolijativni citoloski
materijal (sputum, pleuralni izliv) uglavnom obilan, tumorske Celije su ¢esto vrlo retke i tesko se uocavaju. Citoloski materijal
dobijen aspiracionom metodom poput transbronhijalne punkcije tankom iglom (TBFNA), transtorakalne punkcije tankom
iglom (TTFNA), iglene punkcije limfnih ¢vorova, i koZznih promena je, sa druge strane, Cesto oskudan, tako da pomocne dija-
gnostictke metode poput histohemijskih i imunocitohemijskih (ICC) analiza obi¢no nije moguce izvesti.

Celijski blokovi mogu se dobiti primenom razli¢itih metoda, pri ¢emu se sitni fragmenti i / ili koncentrisani citologki
uzoreci fiksiraju i nakon adekvatne fiksacije stavljaju u parafinske kalupe, a potom mikrotomskim nozem seku na rezove deblji-
ne oko 2 mikrona i boje standardnim Hematoksilin eozin, ali i drugim tehnikama bojenje (Ziehl-Neelsen, PAS, Grocott idr.), a
ukoliko je potrebno vrsi se ICC i molekularna analiza.

Priprema celijskih blokova poznata je kao pomoc¢na metoda u dijagnostici u okviru ne-ginekoloske citologije dugi niz
godina unazad, ali je nepravedno zapostavljena. Ova metoda omoguéuje detaljniju analizu Celijskog aranzmana i time cini
most izmedu citologije i histologije, Sto olaksava dijagnosticki postupak. Osim toga mogudée je dobiti veci broj parafinskih re-
zova i izvrsiti dodatne analize, koje su danas u svetlu nove klasifikacije pluénih tumora postale neophodne. Na taj nacin zna-
¢ajno se povecava dijagnosticka pouzdanost, senzitivnost i specifinost citologije kao dijagnosticke metode.

Kljuéne reci: Celijski blok, Imunocitohemija, Molekularna analiza
SUMMARY

Cytology as a diagnostic tool has an important role in pulmonary pathology, especially in the diagnosis of tumors. Cyto-
logical material can be obtained by different methods as exfoliative cytology and aspiration cytology. Although, exfoliative
cytological material (sputum, pleural effusion) is generally abundant, tumor cells are often very rare and hard to be found.
Cytological material obtained by aspiration methods such as transbronchial fine needle aspiration (TBFNA), transthoracic
fine needle aspiration (TTFNA), needle puncture of lymph nodes, and skin changes, in contrast, are often sparse, so ancillary
diagnostic techniques as histochemical and immunocytochemical (ICC) analysis are often not possible to perform.

Cell blocks can be obtained by using different methods. Small fragments and / or concentrated cytology samples are
fixed and after adequate fixation placed in paraffin blocks and then cut with microtome knife as cuts of about 2 microns thic-
kness andstained with hematoxylin eosin, and other techniques of staining (Ziehl-Neelsen, PAS, Grocott ....), and if necessary,
ICC and molecular analysis can be performed.

Preparation of cell blocks is known as an ancillary method in the diagnosis of the non-gynecological lesions for many
years, but has been unfairly neglected. This method provides more detailed analysis of cell arrangement and makes a bridge
between cytology and histology and facilitates diagnostic process. In addition, it is possible to obtain more paraffin sections
and perform additional analyzes that now in the light of a new classification of lung tumors become necessary. Cell block pre-
paration can significantly increase diagnostic accuracy, sensitivity and specificity of cytology as a diagnostic tool.

Key words: Cellblock, Imunocytochemistry, Molecular analysis
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Uvod

Celijski blok je u osnovi konglomerat sitnih tkivnih fra-
gmenata i/ili pojedinacnih i manjih grupa izolovanih ¢elija
iz uzorka koiji je dobijen kao suspenzija. To je citopatoloski
uzorak ekvivalentan mikrobiopsiji i predstavlja tacku gde se
suocavaju citologija i histologija, odnosno ¢ini most izmedu
citologije i histopatologije. Celijski blokovi uz klasi¢ne cito-
loske preparate omogucavaju da se pored citomorfoloskih
detalja uoce i arhitektonski detalji, tako da ih moZzemo na-
zvati cito-histo- patoloskim uzorcima (1, 2).

Upotreba Celijskih blokova

Uloga celijskih blokova u citopatoloskoj analizi je unazad
nekoliko godina sve veca. Koriste se u primeni specijalnih bo-
jenja (mucicarmine, Congo red, bojenja na mikroorganiz-
me), analizi arhitektonike (trabekularno-sinusoidalni aran-
Zman u hepatocelularnom karcinomu), evaluaciji invazije,
komparativnoj analizi sa hirurSkim materijalom (peritoneal-
na/pelvicna lavaza), kvantifikaciji nekih morfoloskih parame-
tara (mitoza), poboljSavanju uzorkovanja transbronhijalnom
punkcijom tankom iglom (TBFNA) i transtorakalnom punk-
cijom tankom iglom (TTFNA) pomodu ispiraka igle, imuno-
fenotipizaciji, molekularnim testovima (fluorescentna in situ
hibridizacija - FISH, hromogen in situ hibridizacija -CISH, In-si-
tu engl.-polimerasa chain reaction -PCR) i kao materijal za ka-
snije elektivno ispitivanje (1).

Klinicki uzorci koji se mogu koristiti za dobijanje éelijskih
blokova su: te¢nosti — na prvom mestu efuzije (ascites, ple-
uralni, perikardijalni izlivi), kao i ostale tec¢nosti (drenaza, ci-
ste), materijal dobijen ispiranjem (peritonealno, pelvi¢no,
bronhijalno ispiranje), eksfolijativne-deskvamovane éelije
(cervikalna citologija, sputum), materijal dobijen cetkanjem
(endocervikalno, bronhijalno, cetkanje bilijarnih vodova), ki-
retazom (endocervikalna, bronhijalna), FNA citoloski mate-
rijal, ispirak igle, kao i materijal dobijen guljenjem citoloskih
uzoraka -razmaza koji su bojeni ili neobojeni. Celijski blok
moze se dobiti i od bilo kog drugog citoloskog materijala sa
mikrofragmentima (1,2).

Metode izrade celijskih blokova

Metoda izrade celijskog bloka varira u zavisnosti od
tipa uzorka (sveZe ili fiksirane celije), celularnosti uzorka,
prirode celijske distribucije (predominantno solitarne ce-
lije ili mikrofragmenti/agregati), o¢ekivanih ancilarnih te-
stova i dostupnih resursa u laboratoriji. Postoji nekoliko
metoda izrade ¢éelijskih blokova. Celijski blokovi od uzo-
raka sa koagulumom ili sedimentom mogu se dobiti “Hi-
stoGel” metodom, “Gelatin embedding” metodom,“Agar
embedding” metodom,“Plasma-thrombin” metodom
i “Collodion (Celloidin) bag” metodom. Celijski blokovi
mogu se dobiti i kalupljenjem materijala koji je dobijen
aspiracijom tankom iglom (slika 1), oljusten od citoloskih
razmaza, materijala dobijenog pomocu Millipore filtera,
od cCelija selektivno dobijenih od citoloskih razmaza, kao i
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od materijala tecne citologije (engl.-liquid-based cytology
LBC) (3, 4, 5).

Medutim, sve ove metode se suocavaju sa zajednickim
izazovom, a to je nepredvidiv broj éelija u rezovima dobije-
nim od parafinskih blokova sa retkim pojedinacnim celija-
ma. Shidham i Varsegi su na primeru LBC citologije od cervi-
kovaginalnih uzoraka koji su ¢esto manje celularnosti od uzo-
raka ne-ginekoloskog porekla ukazali na teskoée dobijanja i
upotrebe Celijskih blokova sa malim brojem ¢elija. Problem
leZi u tome Sto je tesko pogoditi rezove sa najviSom koncen-
tracijom celija, a time i one rezove koji ¢e biti pogodni za hi-
sto- i imunocitohemijsku obradu. Shidham-ova metoda koja
je standardizovana na LBC ginekoloskoj citologiji, a moZze se
primeniti i na ne-ginekoloskoj citologiji (na uzorcima kao Sto
su FNA, cetkanje, sadrZaj cista itd), moZe unaprediti kvali-
tet materijala u Celijskim blokovima upotrebom markera (AV
marker) kojim se vizualizuje podrucje sa najviSom koncen-
tracijom celija i omogucava pravilna orijentacija rezova, Sto
je od velike vaznosti za pravilnu primenu “ koordinisanog is-
kljucivanja imunoreaktivnosti”, engl. “subtractive coordina-
te immunoreactivity pattern (SCIP)” pristupa (6).

Upotreba celijskih blokova u imunocitohemiji

Upotreba imunocitohemije (ICC) na celijskim blokovima
znacajno je unapredila mogucnosti citoloske dijagnostike na
svim poljima, pa tako i citoloske dijagnostike plucnih lezija a
narocito pluénih tumora. lako su raniji stavovi ukazivali na ne-
pouzdanost i nesigurnost citoloske dijagnoze (7), danas cito-
logija, posebno uz primenu ICC, zauzima ravnopravno mesto
sa patohistoloskim uzorcima dobijenim bronhobiopsijom ili
drugim metodama (8, 9, 10, 11). Upotrebom palete antite-
la kao sto su: Cytokeratin 7 (CK7), Cytokeratin 5/6 (CK5/6),
engl. Thyroid transcription factor (TTF)-1, p63, Napsin, p40,
Desmocolin i drugih, moguce je razlikovanje adenokarcino-
ma i skvamoznog karcinoma pluéa (slika 2), sto je od velikog
znacaja u svetlu nove klasifikacije tumora pluca i razvoja per-
sonalizovane medicine (12). Synaptophysin, Chromogranin,
CD56 i drugi neuroendokrini markeri koriste se za dokaziva-
nje neuroendokrinih karcinoma. Za razlikovanje primarnih i
sekundarnih adenokarcinoma u pluc¢ima kod Zena (porekla
dojke, creva, genitalnog trakta) najcesée se koriste antitela
kao sto su: TTF-1, CK7, CK20, Estrogen, Progesteron, engl.
Cancer antigen (CA) 125, a kod muskaraca (porekla pro-
state, creva, Zeluca, bubrega) najcesce su u upotrebi TTF-1,
CK7, CK20, engl. Prostate specific antigen (PSA), Vimentin,
CD 10, engl. Renal cell carcinoma (RCC) i druga antitela (slika
3). Odredivanje porekla skvamoznog karcinoma u plu¢ima je
znatno teZe i nepouzdano, a najcesce se koristi antitelo p16
za dokazivanje skvamoznog karcinoma porekla grlica mate-
rice (1, 2, 13).

Izrada celijskih blokova od efuzija
Posebno mesto u izradi i primeni éelijskih blokova ima-

ju blokovi dobijeni od efuzija. Najvaznije pitanje koje treba
razmotriti prilikom primene ICC na blokovima dobijenim od



41

Slika 2. A. Celijski blok dobijen
transtorakalnom iglenom
punkcijom (TTFNA) tumora

u plu¢ima, adenokarcinom,
HEX200. B. TTF-1 pozitivhost |
tumorskih ¢elija kod primar- = =
nog plu¢nog adenokarcinoma, '
TTF1x200.

Slika 1. Celijski blok od materijala dobijenog transtorakalnom igle-
nom punkcijom (TTFNA)

Slika 3. A. Celijski blok dobi-
jen ultrazvukom vodenom
transbronhijalnom iglenom
punkcijom (EBUS TBFNA)
limfnog ¢vora medijastinuma
na poziciji 4 desno, metastatski
karcinom bubrega, HEX200.

B. CD10 pozitivnost tumor-
skih ¢elija porekla primarnog
karcinoma bubrega u limfnom
¢voru medijastinuma pozicije 4
desno, CD 10x 400.

Slika 4. A. Celijski blok dobijen
transtorakalnom iglenom
punkcijom (TTFNA) tumora

u zidu grudnog kosa, maligni
mezoteliom- epiteloidni tip,
HEX200. B. WT1 pozitivhost
tumorskih celija kod malignog
mezotelioma, WT1x200.

Slika 5. A. Celijski blok dobijen
od materijala iz pleuralne
efuzije, metastatski adeno-
karcinom, HEX200. B. CA 125
pozitivnost tumorskih celija
kod metastatskog adenokarci-
noma, CA125x200.
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efuzija je znacajna varijacija rezultata kao posledica uticaja
razlicitih faktora od momenta uzorkovanja do same prime-
ne bojenja. Specifi¢nost primene ICC na éelijskim blokovima
dobijenim od efuzija leZi u tome $to je neophodna najpre po-
tvrda prisustva “sekundarne-strane populacije Celija” koje su
ne-inflamatorne i ne- mezotelne prirode i koje ukazuju na
postojanje metastatskog karcinoma. Teskoce i zamrSenost
u pronalazenju lokalizacije ovih éelija u ¢elijskim blokovima
moZe negativno uticati na konacan rezultat, i zato je vazno
orijentisati serijske rezove identi¢no na svim ploc¢icama kao i
znati iz koje dubine rezovi poticu (3, 15).

Potrebno je posebno napomenuti da ICC nema toli-
ko znacajnu ulogu u evaluaciji peritonealnih ispiraka i efu-
zija kao u slucaju pleuralnih izliva. Za izradu celijskih bloko-
va preporucuju se oni kaji su fiksirani u formalinu, dok dru-
gi protokoli: direktni razmazi fiksirani u alkoholu ili acetonu,
razmazi suseni na vazduhu a zatim fiksirani, LBC citologija,
citospin preparati i drugi nisu preporucljivi. Da bi rezultati
bili reproducibilni najvaznije je postojanje standardizovanog
protokola koji se moZe uporediti sa protokolom za histolos-
ke tkivne uzorke fiksirane u formalinu i kalupljene u parafi-
nu (14).

Diskrepanca u rezultatima ICC izmedu tkivnih parafin-
skih blokova fiksiranih u formalinu i éelijskih blokova nije ret-
kost. Uzroci razlicitih rezultata su: razlike u velicini uzorka, tip
fiksativa koiji se koristi, antigen-retreival metoda, klon i titar
antitela koje se koristi, razlike u protokolima i prisustvo pro-
teinskog materijala oko éelija koji moZe dovesti do nespe-
cificne imunoreaktivnosti. Ako su rezultati dvosmisleni pre-
porucuje se ponavljanje procedure tj.torakocenteze, jer se
maligne efuzije obicno brzo stvaraju. Neophodno je uzeti
dovoljnu koli¢inu materijala radi dobijanja Sto veéeg broja
Celija. Za reproducibilnost rezultata vazno je izabrati imuno-
panel koji ée identifikovati vecinu mezotelnih i inflamator-
nih ¢elija za izdvajanje i prepoznavanje “sekundarne-strane
grupe ¢elija”. Ova metoda nosi naziv “ koordinisano isklju-
Civanje imunoreaktivnosti”, engl. “subtractive coordinate
immunoreactivity pattern (SCIP)” pristup. Dileme koje se
javljaju u analizi citoloskih uzoraka pleuralnih izliva i éelijskih
blokova dobijenih od njih su: razlikovanje reaktivno-hiper-
plasti¢énih mezotelnih Celija od malignih mezotelnih ¢elija
(porekla malignog mezotelioma), razlikovanje malignog me-
zotelioma i adenokarcinoma i razlikovanje adenokarcinoma
plu¢nog porekla od adenokarcinoma porekla drugih orga-
na, sto nije ni malo lak zadatak. Najcesce koris¢ena antitela
u identifikaciji mezotelnih ¢éelija (malignih i reaktivno- hiper-
plasticnih) su: Calretinin, CK5/6, HBME1, engl. Wilms tumor
gene (WT) 1, Thrombomodulin (slika 4) i drugi, dok se u ra-
zlikovanju malignih i benignih mezotelnih celja naj¢esée ko-
riste engl. Embryonal membrane antigen (EMA) i Desmin.
Kao markeri za dokazivanje adenokarcinoma u upotrebi su
brojna antitela kao sto su: engl. Carcinoembrional antigen
(CEA), TTF1, MOC31, CK20, CEA125 i druga koja upucuju na
moguce poreklo tumora (slika 5) (1-3, 13, 15).
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Uloga celijskih blokova u molekularnim analizama

Tokom poslednjih godina, usledila je u pluénoj patologi-
ji, a narocito u dijagnostici plu¢nih tumora prava “revolucija
malih uzoraka“. Najvedi broj pacijenata nalazi se u odmaklom
stadijumu karcinoma pluca i vrlo Cesto je jedini uzorak tumo-
ra dobijen bronhoskopski, a ¢ak u 80% slucajeva dijagnoza
se dobija na osnovu citoloskog materijala. Prakti¢no gleda-
no, iz uzoraka koji postaju sve maniji i maniji, patolog mora da
dobije i klinicaru predoci sve vedi i vedi broj informacija. Zato
se patolozi i citopatolozi suocavaju sa velikim izazovom kako
da od malog uzorka, a narocito od uzorka dobijenog tankom
iglom (FNA), dobiju sto viSe informacija i iskoriste ga na naj-
bolji mogudi nacin (12).

Rastuci znacaj personalizovane medicine doveo je do po-
vecanja potreba i broja molekularnih analiza u tumorima
pluca, koje imaju prognosticki i prediktivni znacaj. Najcesce
analizirane mutacije su: mutacije gena za receptor epider-
malnog faktora rasta- EGFR, koje upuduju na osetljivost na
geftinib i erlotinib, engl. V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog-KRAS mutacija koja je iskljuciva sa EGFR
mutacijama i engl. anaplastic lymphoma kinase -ALK rearan-
Zman koji ukazuje na osetljivost na crizotinib.

Za molekularne analize mogu se koristiti ¢elijski blokovi
dobijeni od FNA, fluida i drugih uzoraka, direktni razmazi i
znatno rede otisci (imprint preparati). Medutim treba imati
uvidu da FNA uzorci nisu jednakog kvaliteta i da se razlikuju u
zavisnosti od celularnosti i sastava lezije. Pored toga kvalitet
materijala zavisi od efektivnog uzorkovanja lezije, preciznog
ciljanja lezije i postproceduralnog ispiranja igle. lako se Celij-
ski blokovi tradicionalno koriste za molekularne i ICC analize,
oni Cesto zbog navedenih uzroka, sadrZe limitiranu koli¢inu
tkiva usled Cega nastaju nepouzdani rezultati. Svaki FNA uzo-
rak karakteriSu dva parametra, a to su ukupna celularnost
i Cistoca tumora. Aspirat sa niskom tumorskom cistocom
moze dovesti do “davljenja” mutantnog signala. Medutim,
sa retkim izuzecima, ¢elijski blokovi koji se od strane patologa
proglase kao adekvatni, sadrze dovoljnu koli¢inu (kvantitet i
kvalitet) DNA za molekularne analize (16).

Sa druge strane, direktni razmazi prema nekim autorima,
predstavljaju alternativni izvor éelija u odnosu na ¢elijski blok,
na kojima se takode mogu sprovoditi ancilarne tehnike kao sto
su molekularne analize (17). Dosadasnja iskustva pokazala su
da je za molekularne analize potrebno najmanje 50% tumor-
skih ¢éelija za Sanger senkvencioniranje ili 25% za senzitivnije
metode. Manje od 100 Celija se smatra nedovoljnim za mo-
lekularne analize, iako se i ovi kriterijumi vremenom menja-

lako je priprema Celijskih blokova poznata kao pomoéna
metoda u dijagnostici u okviru ne-ginekoloske citologije dugi
niz godina unazad, nepravedno je zapostavljena. Ova relativ-
no jednostavna i jeftina metoda, omogucuje detaljniju anali-
zu Celijskog aranZmana i time cini most izmedu citologije i hi-
stologije, Sto olakSava dijagnosticki postupak. Osim toga ova



metoda omogucava primenu ICCi molekularnih analiza, koje
su danas u svetlu nove klasifikacije pluénih tumora postale
neophodne. Na taj nacin mogucée je iz citoloskog materija-
la dobiti neophodne prognosticke i prediktivne parametre,
a znacajno se povecava i dijagnosticka pouzdanost, senzitiv-
nost i specifiénost citologije kao dijagnosticke metode.
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SAZETAK

Tehnoloski razvoj i napredak u medicinskom znanju doveli su do porasta broja dijagnostickih i terpijskih procedura u
pulmologiji koje se rade u anesteziji u prostorima van operacione sale. Mada se radioloske procedure : kompjuterizova-
na tomografija, magnetna rezonanca i pozitron emisiona tomografija uglavnom rade bez anestezije nekada stanje bole-
snika zahteva primenu anestetika.Bronhoskopske procedure mogu se izvoditi u razli¢itim vidovima sedacije i anestezije.
Primena anestezije u prostorima van operacione sale zahteva isti stepen sigurnosti i visoke standarde. U ovom radu raz-
motreni su vodici napravljeni od strane americ¢kog udruzenja anesteziologa i anesteticara i najnoviji vodic za izvodenje
fiberoptickih bronhoskopija izdat od strane britanskog udruzenja koje se bavi grudnom patologijom.

Klju€ne reci: sedacija, analgezija, dijagnosticke procedure, bronhoskopija

ABSTRACT

Rapid advance in medical knowlege and technology today has brougt more diagnostic and therapeutic procedures
in pulmology performed outside the operating suite. Although some of them like radiological procedures: computed to-
mogrphy, magnetic resonance imaging, positron emission tomography do not require anesthesia, the patients condtion
may necessitate administration of an anesthetic. Bronchoscopic procedures can be performed with various types of
sedation or general anesthesia. The anestehesia setings in a remote location must posses same level of safety and high
stndards. In this article we have discussed standards of delivery anesthesia in the remote location, which where esta-
blished by American Society of Anesthesiologists, American Association of Nurse Anesthetist and British Thoracic Soci-
ety Flexible Bronchoscopy Guideline Group.

Key words: sedation, analgesia, diagnostic procedures, bronchoscopy

Napredak u medicinskom znanju i brz tehnoloski razvoj  DIJAGNOSTICKE | TERAPIJSKE PROCEDURE U
omogucili su izvodenje velikog broja sofisticiranih dijagno- PULMOLOGUI :
stickih i terapijskih procedura van operacionih sala, od kojih

se oko 40% radi u anesteziji.(1) Takav trend razvoja prisutan 1. Radioloske procedure

je i u pulmologiji gde se ove procedure najcesce izvode u 2. Bronholoske procedure (dijagnosticka bronhosko-
radioloskim salama i bronholoskim kabinetima. Izvodenje pija, endobronhijalna ultrazvucna biopsija (EBUS),
anestezije izvan operacione sale iziskuje isti stepen sigur- laser i argon resekcije, plasiranje endobronhijalnih
nosti i visokih standarda koje pruZa operaciona sala, imaju- stentova i valvula)

¢i uvidu familijaran odnos i brzu dostupnost anestezioloske 3. Hirurske dijagnosticke procedure ( medijastino-
opreme, lekova kao i dobro utreniran i obucen kadar. skopija i video-asistirana torakoskopija VATS)
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ANESTEZIJA

Hirurski dijagnosticki i terapijski postupci, medijastino-
skopija i VATS-a, rade se u operacionoj sali u opsroj ane-
steziji. VATS se obavezno radi sa separatnom ventilacijom
koja se ostvaruje plasmanom dvolumenskog tubusa. Preo-
perativna procena i priprema pacijenta je istovetna kao za
bilo koju vrstu grudno-hirurske intervencije i zahteva oba-
veznu preoperativnu pripremu i anestezioloski pregled.

Radioloske procedure se kod pulmoloskih bolesnika
uglavnom izvode bez anestezije. Kada je bolesnik zbog po-
stojanja metastaza u mozgu ili udruzenog oboljenja cen-
tralnog nervnog sistema konfuzan, dezorjentisan, nespo-
soban da razume cilj procedure ili je klaustofobican a
procedura zahteva mirno lezanje kroz duzi vremenski pe-
riod ( kod MR) neophodno je primeniti sedaciju. Sedacija
i analgezija je neophodna i u situacijama kada je procedu-
ra udruZena sa bolnim, audio ili vizuelnim stimulacijama
koje se smenjuju sa periodima bez stimulacije zbog cega
je veoma tesko prilogoditi dozu sedativa i analgetika. Zbog
toga radioloski prostor mora biti opremljen aparatom za
anesteziju, monitorom i svim sredstivima za CPR. Prisustvo
anesteziologa je neophodno.

Bronhoskopske dijagnosticke procedure se veoma
uspesno rade u povrsnoj (topikalnoj) anesteziji. Sedacija,
analgosedacija ili opsta anestezija sa konvencionalnom
ili visokofrekventnom JET ventilacijom mogu se primenji-
vati za dijagnosticke procedure ali su ¢esée u interventnoj
bronhologiji.U bronholoskim kabinetima se ¢eS¢e nego u
operacionim salama sre¢u bolesnici starije starosne dobi i
sa ozbiljnim pridruzenim bolestima.(2)

UdruZenja anesteziologa, sertifikovanih anesteticara
i udruzenja koja se bave radioloskim i bronholoskim pro-
cedurama u zemljama zapadne Evrope, British Thoracic
Society (BTS) i Amerike (American Society of Anesthesio-
logist- ASA i American Association of Nurse Anesthetists-
AANA), napravile su vodice u kojima su date smernice za
opremu i proceduru izvodenja anestezije.(3)

1. Standardi za primenu anestezije van operacione sale

a) Standardi za prostor i opremu:

Pored prostora u kome se rade bronhoskopske inter-
vencije neophodan je i prostor za postanestezijski nadzor
koji je opremljen odgovaraju¢im monitoringom (neinva-
zivni hemodinamski monitoring i monitoring respirator-
ne funkcije), opemom za kardiopulmonalnu reanimaci-
ju (CPR), sa moguénoséu respiratorne potpore i sa dobro
obucenim medicinskim kadrom.

Standardna oprema za analgosedacije: sto sa mo-
guénocu postavljanja u Trendelenburgov poloZaj, aparat
za anesteziju, pacijent monitor, monitor pritiska za nein-
vazivno merenje, pulsni oksimetar, defibrilator, kompletna
oprema za CPR, minimum dva izvora kiseonika, aspirator.
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Dodatna oprema za opstu anesteziju: Spric pumpe,
vaporizeri, grejaci, respiratorni monitoring, monitor tele-
sne tepmerature, anestetici, analgetici, lekovi za reverziju
dejstva benzodijazepina i narkotika i kardiovaskularni le-
kovi

b) Standardi za izvodenje anestezije

Odnose se na preproceduralnu procenu i pripremu bo-
lesnika, postupke za vreme anestezije i postanestezijskog
nadzora. Prema vodicu BTS iz juna 2013.godine ovi stan-
dardi obuhvataju sledeée postupke:

1. Kompletna preproceduralna procena bolesnika
se prvenstveno odnosi na osnovno oboljenje plu-
¢a ali ukljucuje i procenu komorbidnog statusa koji
utice na mogucnost primene i vrstu anestezije.U
proceni ucestvuju ordinirajuéi pulmolog, bronho-
log i anesteziolog . Posebnu paznju treba obrati-
ti kod pacijenata sa astmom, hroni¢nom opstruk-
tivnom bolesc¢u plu¢a (HOBP) i ishemijskim obo-
lienjem srca. Kod bolesnika sa astmom prosecan
pad ekspiratornog volumena u 1. sek. (FEV1 ) na-
kon bronhoskopije iznosi oko 20% pri cemu se kod
30% pacijenata javlja pad Pa02.(4) Prema prepo-
ruci BTS ovim pacijentima obavezno pre bronho-
skopije treba aplikovati bronhodilataore preko ras-
prsivaca.(5) Kod bolesnika sa HOBP primena bron-
hodilatatora pre intervencije nije obavezna, jer je
nivo sedacije faktor koji utice na intezitet i poja-
vu komplikacija nakon bronhoskopije.(6)U studi-
jama u kojima je procenjivan rizik kod bolesnika
sa ishemijskim oboljenjem srca za vreme bronho-
skopije utvrden je povecan broj ishemijskih EKG
promena i poremecaja ritma pretezno u starosnoj
grupi preko 60 godina.(7) Kod ovih bolesnika po-
sebnu paznu tereba obratiti pri topikalnoj aplika-
ciji adrenalina . Bezbedna koncentracija adrenali-
na koji se primenjuje u cilju zaustavljanja krvare-
nja je 1mg (razblaZenje 1: 10 000) u pojedinacnoj
dozi od 3-5ml. Mada je incidenca krvarenja tokom
bronhoskopije mala (mala krvarenja 0,19%, ozbilj-
nja krvarenja 0,29%), neophodna je preprocedu-
ralna procena rizika za njegov nastanak.Vrsta biop-
sije, broj trombocita, koagulacioni status, vredno-
sti hemoglobina i kreatinina nisu prediktivni fak-
tori za nastanak krvarenja tokom bronhoskopije.
(8) Zbog toga se ove analize rade preproceduralno
jedino ako postoje klinicki znaci poremecene ko-
agulacije ( BTS vodi¢- nivo D).(5) Prema istom vo-
di€u bronhoskopija sa lavazom se moze raditi pri
vrednostima trombocita veé¢im od 20 000/pL. Uko-
liko se planira biopsija preproceduralno je neop-
hodno dati transfuziju trombocita do vrenosti 50
000/uL Antiagregacioni lekovi ( klopidogrel) mora-
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ju se obustaviti 7 dana pre bronhoskopije dok se
sa promenom aspirina nastavlja sve do inteevenci-
je.( Nivo preporuke C) S obzirom na nivo preporu-
ke, rizik za nastanak krvarenja treba procenjivati za
svakog pacijenta pojedinacno.U slucaju postojanja
ozbiljnih pridruzenih oboljenja neophodno je bo-
lesnika dovesti u najoptimalnije stanje a hroni¢nu
medikaciju dati i na dan intervencije.

2. Detaljno informisanje pacijenta o predstojecoj
proceduri,vrsti anestezije i rizicima vezanih za njih.
Obavezan je pismeni informisani pristanak na pro-
ceduru i anesteziju.

3. Praviljenje plana najsigurnije i najmanje invazivne
anestezije za svakog pojedinac¢nog pacijenta.

4. Procena vitalnih parametara neposredno pre za-
pocinjanja anestezije

5. Rastvaranje i priprema svih lekova i obelezavanje
sa tacnim imenom, koncentracijom i rokom traja-
nja

6. Obezbedenje svih sigurnosnih preduslova radi
smanjenja rizika od poZara, elektri¢nog udara i ot-
kazivanja opreme

7. Monitoring i dokumentovanje pacijentovog stanja
tokom anestezije

8. Vodenje karte anestezije

9. Postanestezijski nadzor

VRSTE ANESTEZIJE

Tokom dijagnosticke ili terapijske procedure u zemljma
gde ne postoji program edukacije neanestezioloskog kadra
, kada se sprovodi bilo koji oblik anestezije ili se proce-
dura izvodi kod pacijenta sa ozbiljnim pridruzenim bolesti-
ma pozeljno je prisustvo anesteziologa. Prema preporuka-
ma ASA anesteziolog sprovodi monitorisani anesteziolos-
ki nadzor ( Monitord Anesthesia Care) MAC koji obuhva-
ta ucesce anesteziologa u preproceduralnoj viziti, tokom
intervencije i postproceduralnom nadzoru bez obzira da li
se primenjuje topikalna anestezija, analgosedacija ili opsta
anestezija. Zadatak anesteziologa je da dijagnostikuje i tre-
tira klinicke probleme u toku procedure, da vrsi potporu
vitalnih funkcija, daje sedative, analgetike, hipnotike, ane-
stetike i druge lekove ali i da obezbedi psiholosku potporu
i komfor pacijenta. Kadar koji sprovodi MAC, ukoliko je to
neophodno, mora biti sposoban da pacijenta uvede u op-
Stu anesteziju.

Premedikacija

U premedikaciji bolesnika neposredno pre bronhosko-
pije koriste se razliiti lekovi: antiholinergici ( atropin, gli-
kopirolat), benzodijazepini, opioidi i lekovi sa dejstvom na
kardiovaskularni sistem. Antiholinergici se ve¢ dugi niz go-
dina primenjuju u premedikaciji zbog smanjenja sekrecije,
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supresije kaslja i prevencije vazo-vagalne reakcije.Tri ran-
domizovane studije na 1300 pacijenata pokazale su da pri-
mena antiholinergika u premedikaciji nema klini¢kog zna-
Caja kod pacijenata za vreme bronhoskopije.(9,10)

Prema BTS protokolu premedikacija antiholinergicima
se za bronhoskopije ne sprovodi rutinski.( Nivo A)

Povrsinska (topikalna) anestezija

Kada se bronhoskopija radi u povrsinskoj anesteziji sa
ili bez analgezije i sedacije, zbog moguéeg razvoja toksic-
nog dejstva neophodno je voditi raCuna o kolicini apliko-
vanog lokalnog anestetika. Najcesce se za topikalnu ane-
steziju koristi lidokain. PovrSinska anestezija se postize pri-
menom 2% gela nazalno ( 2-3ml), 10% spreja (nazalno i
orofaringealno 3x 10mg)) i 1-4% solucije koja se daje kroz
radni kanal bronhoskopa, aplicira u traheju punkcijom kri-
kotireoidne membrane ili preko rasprsivaca. Tako dat li-
dokain redukuje incidencu kaslja i stridora i tako smanjuje
dozu sedativa.(11,12) Toksicni efekat lidokaina klinicki se
manifestuje promenama u centalnom nervnom ( konfu-
Zija, svetlucanje pred ocima,vrtoglavica, mioklonus, nista-
gmus, parestezije, konvulzije i koma sa respiratornom in-
suficijencijom) i kardiovaskularnom sistemu ( hipotezija,
bradikardija, poremecaji ritma do sréanog zastoja). Brojne
su studije u kojima je procenjivana optimalna doza lokal-
nog anestetika i u kojima je utvdeno da se toksi¢ni efekti
ne javljaju pri dozama od 7,1-9,3mg/kg.(13,14,15) Isti ste-
pen supresije kaslja postize se 1% i 2% lidokainom tako da
je koriS¢enjem nizih koncentracija lidokaina ( 1%) bronho-
skopiju mogudée uraditi sa 160mg sto je daleko niZze od tok-
sicnih doza.( 16,17)

Sedacija i analgezija

Sedacija se za dijagnosticke bronholoske procedure
sprovodi u zavisnosti od pacijentove Zelje, komorbidnog
statusa , kadrovskih i tehnoloskih moguénosti ustanove. U
toku bronhoskopije mogu je primeniti bronholog ili anste-
ziolog. S obzirom da sedacija pretstavlja kontinuum od mi-
nimalne do veoma duboke i da nije moguce uvek predvi-
deti individualnu reakciju pacijenta na lek, bronholog tre-
ba da daje samo doze sedativa koje izazivaju minimalnu
sedaciju (anksiolizu). Prisustvo anesteziologa je poZeljno
za nivo lake sedacije, dok je za vise nivoe sedacije obave-
zno. Na Tabeli 1 prikazani su nivoi sedacije prema ASA.(18)

Najpogodniji lek za sedaciju je midazolam. Primenjuje
se intavenski u malim visekratnim dozama (1mg) do po-
stizanja Zeljenog nivoa sedacije. Prema BTS vodicu za pa-
cijente do 70kg maksimalna doza je 2mg, a iznad 70kg je
5mg. (5) Prednost midazolama u odnosu na druge sedati-
ve je relativno kratak poluZivot i postojanje antidota (flu-
mazenil), kojim se u slucaju predoziranja antagonizuje nje-
govo dejstvo. Flumazenil ima kraéi poluZivot od midazo-
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Anestezija (opsta
anestezija)

Duboka sedacija /anal-
gezija

Laka sedacija Srednja sedacija
(anksioliza) (svesna sedacija)

Svest Normalno odgovara  Uspavan, reaguje na
na komande, smanje- verbalne komande i
na kognitivna funkci-  taktilnu stimulaciju
ja i koordinacija

Disanje Bez promena Bez promena

KV sistem Bez promena Bez promena

Gubitak svesti, ne
reaguje ni na ponov-
liene bolne drazi

Uspavan, reaguje samo
na ponovljene bolne sti-
mulacije

Asistirana ili kontro-
lisana ventilacija

Moze biti neadekvatno

Uglavnom bez promena Moze biti poreme-

¢ena

KV-kardiovaskularni

lama tako da postoji mogucnost resedacije i potraba da
se pacijent koji je dobio vecu dozu sedativa produzeno
opservira. PoZeljno je da deo rutinske prakse bude preci-
zno doziranje sedativa a ne primena fumazenila. (19) Dru-
gi lek koji se koristi za sedaciju je propofol. Zbog male te-
rapijske Sirine i nepostojanja antidota moZe ga primeniti
jedino obucen lekar. (20) U Evropi je to anesteziolog dok
u USA moZe biti i lekar druge specijalnosti koji je prosao
propisanu edukaciju.U kombinaciji sa sedativima koriste
se kratko delujuci opioidni analgetici sa brzim nastupa-
njem dejstva ( fentanil, sufentanil i remifentanil). Opioidi
pored analgetskog i sedativnog efekta dovode do supre-
sije kaslja.(16,17) Ukoliko se primenjuje kombinacija seda-
tiv-opioid prvo se daje opioid i nakon postizanja njegovog
efekta (3-5min) dodaje se sedativ.(20) Ovim nacinom se-
dacije postiZe se nivo svesne sedacije koja je najoptimalni-
ja za izvodenje bronhoskopskih procedura. Kod pacijenata
ekstremne starosne dobi i telesne mase, sa respiratornom
i sréanom insuficijencijom, poremec¢enom funkcijom jetre
i bubrega treba biti oprezan pri primeni i minimalnih doza
ovih lekova.

Opsta anestezija

Opsta anestezija je lekovima izazvan gubitak svesti koji
se ne moze uspostaviti ni na izuzetno bolne nadrazaje.
Sposobnost da se odrzi ventilaciona funkcija je izmenjena
te je uz obezbedenje disajnog puta neophodna asistencija
ili primena kontrolisane mehanicke ventilacije ( posebno
ukoliko se primenjuju neuromisi¢ni relaksanti). Poreme-
¢aji kardiovaskularne funkcije su mogudi.U bronhologiji se
u opstoj anesteziji mogu raditi dijagnosticke bronhoskopi-
je fleksibilnim bronhoskopom a za rigidnu bronhoskopiju i
vecinu interventnih bronholoskih procedura opsta aneste-
zija je neophodna. (21) Specifi¢nost izvodenja opste ane-
stezije u bronhologiji je: isto mesto delovanja bronhologa
i anesteziologa (disajni put), neophodnost potpune supre-
sije refleksa kaslja, curenje smese kiseonika i vazduha po-
red bronhoskopa zbog ¢ega se ne moze na zadovoljavjuéi
nacin monitorisati disajni volumen i koncentracija volatil-

nog anestetika. Primenom novih anestetika, analgetika i
misi¢anih relaksanata kao i veoma preciznih ventilatora za
konvencionalnu ili JET ventilaciju anesteziolog je u mogu¢-
nosti da obezbedi sve uslove za kvalitetno izvodenje bron-
holoskih procedura. Mada se savremenim konvencional-
nim ventilatorima sa razli¢itim tipovima ventilacije moze
obezbediti zadovoljavjuéa mehanicka ventilacija znacajan
gubitak vazduha u sistemu moze kompromitovati gasnu
razmenu. Zato je najoptimalniji tip ventilacije u interven-
tnoj bronhologiji JET ventilacija. (22) Prednost ovih ven-
tilatora je Sto obezbeduju optimalan prostor za rad bron-
hologa uz mnogo bolju razmenu gasova i mobilizaciju se-
kreta nego pri konvencionalnoj ventilaciji.(23,24) Najsa-
vremeniji tip ovih aparata ,,superimposed” visokofrekven-
tni ventilator ( SHFJV) ima u sistem ventilacije inkorporiran
pritskom kontrolisani tip konvencionalne ventilacije koji
omogucava efikasniju eliminaciju CO2 a samim tim i izvo-
denje dugotrajnih bronholoskih intervencija. (25) Ovaj tip
ventilatora ima modus ventilacije za laserske resekcije ko-
jim se automatsi sniZava inspiratorna koncentracija 02 na
40% i na taj nacin prevenira nastanak opekotina. Za bron-
holoske procedure moze se primeniti inhalaciona ili total-
na intravenska anestezija (TIVA) uz misi¢nu relaksaciju. Od
inhalacionih anestetika se koriste kratkodelujuci anesteti-
ci, sevofluran, desfluran dok se u okviru TIVA-e primenjue
propofol. Za misi¢nu relaksaciju daju se kratkodelujuci ne-
depolarizujudi relaksanti: atrakurijum, cisatrakurijum ili ro-
kuronijum a kao analgetici fentanil, sufentnil i remifenta-
nil. S obzirom da se svi lekovi koji se daju tokom anestezije
imaju kratak poluzivot a samim tim i brz prestanak dejstva,
pacijenti se nakon opservacije u sobi za postanestezijski
nadzor mogu vrlo brzo,bez opsnosti od resedacije, vratiti
na odeljenje.

ZAKUJUCAK
Osvajanjem novih procedura u interventnoj bronho-
logiji povecava se broj intervencija u opstoj anesteziji.

Upoznavanjem sa nacinom rada pulmologa i anestezio-

Pneumon, 2013; 50



48

loga i prepoznavanje eventulnih problema unapreduje
se njihova saradnja $to je preduslov za postizanje viso-
kog kvaliteta rada. Kako u nasoj zemlji ne postoji program
edukacije lekara koji nisu anesteziolozi za primenu lekova
za sedaciju, preporuka je da se sve dijagnosticke i terapij-
ske procedure u sedaciji rade uz prisustvo anesteziologa.
Preporuke koje su iznete u tekstu mogu nam biti od po-
modi ali na$ svakodnevni rad koji mora biti prilagoden
aktuelnim uslovima i svakom pojedina¢nom pacijentu.
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SAZETAK

Kod bolesnika sa dokazanim karcinomom bronha vazno je pravilno odrediti stadijum bolesti, s obzirom da se na
osnovu klinicke procene stadijuma bolesti planira tretman bolesnika, odreduje dalja prognoza i sudbina bolesnika. 1z tih
razloga procena zahvacenosti medijastinalnih, na prvom mestu, i hilarnih limfnih ¢vorova zauzima vazno mestu u pretre-
tmanskom periodu, kao i u toku pracenja bolesnika. Endobronhijalnim ultrazvukom navodena transbronhijalna iglena
aspiracija (EBUS-TBNA) je noviji metod uzorkovanja medijastinalnog, hilarnog i interlobarnog limfnog ¢vora. Endobron-
hijalni ultrazvuk omoguéava veoma precizno lokalizovanje ekstrabronhijalnih struktura i limfnih ¢vorova. EBUS-TBNA je
postala korisna, manje invazivna tehnika u odredivanju stadijuma koja nudi pristup Sirem krugu pozicija medijastinalnih
limfnih ¢vorova. EBUS TBNA se smatra sigurnom metodom, komplikacije su retke. Kao metoda je korisno dijagnosticko
sredstvo u odredivanju stadijuma karcinoma pluéa i u mnogim centrima upravo je ova metoda smanijila potrebu za hi-
rurSkom pretragom medijastinuma.

Kljucne reci: endobronhijalni ultrazvuk, karcinom bronha, medijastinalni limfni cvorovi,
transbronhijalna iglena aspiracija
SUMMARY

In patients with bronchogenic carcinoma, it is important to correctly determine the stage of the disease, since it is
based on the clinical assessment of the disease stage, treatment plans, prognosis and further prediction and the destiny
of the patient. For those reasons, assessment of mediastinal involvement is in the first place, and hilar lymph nodes has
an important place in pretreatment period, as well as during follow-up. Endobronchial ultrasound-guided transbronchi-
al needle aspiration (EBUS-TBNA) is a newer method for sampling of mediastinal, hilar and interlobar lymph node. En-
dobronchial ultrasound allows very accurate localization of extrabronchial structures and lymph nodes. EBUS-TBNA has
become useful and less invasive technique in the staging which provides access to a wider range of positions of medi-
astinal lymph nodes. EBUS TBNA is considered a safe method, complications are rare. As a method, it anuseful diagno-
stic tool in the staging of lung cancer and in many centers it is this method which reduced the need for surgical exami-
nation of the mediastinum.

Key words : endobronchial ultrasound, bronchogenic cancer, metastatic lymph nods,
transbronchial needle aspiration.
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Karcinom bronha je najcesci uzrok obolevanja i umira-
nja od malignih tumora u svetu. Ta¢na dijagnoza sa histo-
loSkom ili citolosSkom potvrdom, kao i odredivanje stadiju-
ma bolesti je od izuzetne vaZznosti kod bolesnika sa karci-
nomom bronha jer od ova dva faktora direktno zavisi da-
lja terapija bolesti. Rutinski posteroanteriorni (PA) i lateral-
ni (profilni) rendgenski snimci grudnog kosa predstavljaju
prvu dijagnosti¢ku proceduru, najednostavniji i najpraktic-
niji su za identifikovanje bolesnika sa sumnjom na karci-
nom bronha. Kompjuterizovana tomografija (CT) grudnog
kosa se sprovodi nakon radiograma grudnog kosa i znat-
no je senzitivnija metoda za dijagnostiku i procenu bolesti
u odnosu na standardnu radiografiju. Dijagnoza se mora
potvrditi citoloski ili patohistoloski i u tu svrhu se najce-
Sée izvodi bronhoskopija sa uzorkovanjem tkiva. Kod bo-
lesnika sa dokazanim karcinomom bronha vazno je pravil-
no odrediti stadijum bolesti, s obzirom da se na osnovu
klinicke procene stadijuma bolesti planira tretman bole-
snika, odreduje dalja prognoza i sudbina bolesnika. Iz tih
razloga procena zahvacenosti medijastinalnih, na prvom
mestu, i hilarnih limfnih ¢vorova zauzima vazno mestu u
pretretmanskom periodu, kao i u toku praéenja bolesni-
ka. Radiografske metode kao Sto su CT grudnog kosa i po-
zitron emisiona tomografija (PET) pruzaju detaljne infor-
macije o veli¢ini i metabolickoj aktivnost medijastinalnih
¢vorova, uzorci tkiva su Cesto potrebni za preciznu proce-
nu ¢vora (1-3).

Transbronhijalna iglena aspiracija-punkcija (TBNA-
TBP) je osnovna bronhoskopska tehnika koja omoguéuje
na minimalno invazivni nacin uzorkovanje medijastinal-
nih limfnih ¢vorova u dijagnostikovanju limfadenopatije
i odredivanju stadijuma karcinoma bronha. TBP omogu-
¢ava pristup Sirem krugu medijastinalnih i bronhopulmo-
nalnih limfnih ¢vorova (pozicije 2, 3, 4, 7, 10,11,12 i 13)
. Medutim, TBP je slepa procedura (bez direktne vizueli-
zacije limfnih ¢vorova) sa Sirokom varijabilnosti u dijagno-
stitkom doprinosu (30% do 80%). Medijastinoskopija je
zlatni standard za stejdZing medijastinalnih limfnih ¢voro-
va kod pacijenata sa nemikrocelularnim karcinomom plu-
¢a, medutim medijastinoskopija je invazivna, obavlja se u
opstoj anesteziji, skupa je, zahteva duzu negu pacijenata
i omogucava pristup ogranicenom broju pozicija medija-
stinalnih limfnih ¢vorova (pozicije 1,2,3,4 i 7). Endobronhi-
jalno ultrazvucno vodena transbronhijalna iglena aspiraci-
ja (EBUS-TBNA) je noviji metod uzorkovanja medijastinal-
nog, hilarnog i interlobarnog limfnog ¢vora. Endobronhi-
jalni ultrazvuk omogucava veoma precizno lokalizovanje
ekstrabronhijalnih struktura ukljucujuci krvne sudove (ko-
ris¢enjem Dopler snimanja) i limfnih ¢vorova. EBUS-TBNA
je postala korisna, manje invazivna tehnika u odredivanju
stadijuma koja nudi pristup Sirem krugu pozicija medijasti-
nalnih limfnih ¢vorova (pozicije 2, 3, 4,7, 10i 11). EBUS-TB-
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NA kao metoda je korisno dijagnosticko sredstvo u odre-
divanju stadijuma karcinoma pluca i u mnogim centrima
upravo je ova metoda smanijila potrebu za hirurskom pre-
tragom medijastinuma (4-7).

N status

Odredivanje stadijuma bolesti je postupak u
kome je osnovni kriterijum proSirenost malignog obolje-
nja, i koji omogucava grupisanje bolesnika da bi se olak$ao
terapeutski, prognosticki i analiticki pristup bolesnicima.
TNM sistem (Tumor, Nodes and Metastases) je prvobitno
ustanovio francuz Pierre Denoix krajem Cetrdesetih godina
proslog veka da bude osnova za klasifikaciju svih tumora.
TNM sistem je baziran na anatomskoj prosirenosti bolesti.
“T” (Tumor) predstavlja status primarnog tumora, a slova
ili brojevi koji mu se dodaju oznacavaju veli¢inu tumora i/ili
zahvatanje susednih struktura i organa direktnim Sirenjem
tumora. “N” (Nodus) prezentuje status regionalnih limfnih
¢vorova, a slovom ili brojevima je oznacena gradacija pro-
Sirenosti njihove zahvadenosti. “M” (Metastases) oznaca-
va prisustvo udaljenih metastaza, sa slovom ili brojevima
koji ukazuju na njihovo odsustvo ili prisustvo. Periodi¢no
ovaj sistem je trpeo revizije, jer su saznanja u ovoj oblasti
diktirale i nuzno nametale promene. Poslednja, sedma re-
vizija, TNM klasifikacije karcinoma bronha prihvaéena je u
leto 2009. godine, a njena primena je zapocela 01. januara
2010. U okviru N statusa nije bilo bitnih izmena u odnosu
na Sestu reviziju (Tabela 1).

Tabela 1. Regionalni limfni ¢vorovi-N status
NO Bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

N1 Metastaze bilo u ipsilateralnim peribronhijalnim
ili hilarnim limfnim ¢vorovima, bilo i u jednimiu
drugim, ukljucujudi direktno zahvatanje

N2 Metastaze u ipsilateralnim medijastinalnim i/ili su-
bkarinalnom limfnom ¢voru

N3 Metastaze u kontralateralnim medijastinalnim,
kontralateralnim hilarnim; u ipsilateralnim i/ili
kontralateralnim skalenskim ili supraklavikularnim
limfnim ¢vorovima

IzvrSena je podela veé postojecih lokalizacija po zonama.
Limfni ¢vorovi su mapirani prema Mount Dresler klasifika-
ciji (Slika 1). Evaluacija N statusa se vrsi na osnovu radio-
loSkog nalaza CT-a grudnog kosa i citoloSkog nalaza. Krite-
rijum na osnovu radioloskog nalaza CT-a grudnog kosa za
procenu limfnog ¢vora da li je metastatski zahvacen ili ne
je njegova velicina, limfni ¢vor jednak ili ve¢i od 10mm se
smatra pozitivnim. Pri oSteéenju n. recurensa zbog kom-
presije uveéanih limfnih ¢vorova se klasifikuju kao N2, sto
je vazno za planiranje terapije. Takode infiltracija organa
medijastinuma usled progresije limfnih ¢vorova (perino-



dalni rast) klasifikuje se sa N2 ili N3. Posle bilo koje dijagno-
sticke metode kojom je dobijena citologija limfnog ¢vora
(punkcija, TBP, EBUS TBNA, medijastinoskopija) i ukoliko
su nadene maligne Celije smatra se da je limfni ¢vor poziti-
van. Ukoliko nisu nadene maligne éelije, a prisutni su ele-
menti limfnog ¢vora (limfociti), nalaz je negativan, a ukoli-
ko nema elemenata limfnog ¢vora isti u sustini nije ni pun-
ktiran, te se i ne uzima u klini¢ko razmatranje (8-9).

Dijagnosticke metode za procenu N statusa

Ta¢na dijagnoza sa histoloskom ili citoloSkom potvr-
dom, kao i odredivanje stadijuma bolesti je od izuzetne
vaznosti kod bolesnika sa karcinomom bronha jer od ova
dva faktora direktno zavisi dalja terapija bolesti. PA sni-
mak grudnog kosa (sa profilnim) prvi metod za postavlja-

Superior Mediastinal Nodes
@ 1 Highest Mediastinal
@ 2 Upper Paratracheal
@ 3 Pre-vascular and Retrotracheal

@ 4 Lower Paratracheal
(including Azygos Nodes)

N, = single digit, ipsitateral
H, = single digil. contralatersl of supraciavicutar

Aortic Nodes
@ 5 Subaortic (A-P window)

@ 6 Para-aortic (ascending
aorta or phrenic)

Inferior Mediastinal Nodes

@ 7 Subcarinal

@ 8 Paraesophageal
(below carina)

@ 9 Pulmonary Ligament

MN; Nodes
O 10 Hilar
@ 11 Interobar
@ 12 Lobar
@ 13 Segmental

@ 14 Subsegmental

Slika 1. Mountain Dresler mapa limfnih ¢vorova

nje sumnje na karcinom bronha. Veli¢ina tumora, lokaliza-
cija, udruZena atelektaza ili pneumonitis, kontakt sa grud-
nim zidom, medijastinumom ili hilusom, pleuralni izlivi se
mogu lako videti na ovaj nacin. Takode sluZi i za pracenje
bolesti i evaluiranje rezultata terapije. CT grudnog kosa se
sprovodi nakon radiograma grudnog kosa i znatno je sen-
zitivnija metoda za procenu bolesti u odnosu na standar-
dnu radiografiju. Najvise je koriséena neinvazivna meto-
da za evaluaciju medijastinuma kod karcinoma bronha. Za
precizniju procenu zahvac¢enosti medijastinuma, vaskular-
nih struktura i struktura zida grudnog kosa koristi se i intra-
venska aplikacija kontrasta. NajSire prihvaceni kriterijum
za procenu zahvaéenosti medijastinalnih limfnih ¢vorova
je dijametar kraée ose limfnog ¢vora koji treba da je >1cm
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na poprecnim CT skenovima. Kompjuterizovana tomogra-
fija je senzitivna ali relativno nespecifi¢na metoda za odre-
divanje zahvacenosti limfnih ¢vorova. Razlozi su u €injenici
da uvecani limfni vorovi ne moraju biti maligno izmenjeni
kao i to da normalne dimenzije limfnih ¢vorova ne isklju-
¢uju njihovu metastatsku zahvaéenost. Cesto je tesko pra-
vilno proceniti CT-om infiltraciju medijastinuma nalezu-
¢im centralnim tumorom. Vidljiva granica izmedu tumora
i medijastinalnih struktura nije siguran znak da medijasti-
num nije zahvacen i obrnuto. Razvojem CT uredaja pove-
¢avala se i senzitivnost metode tako da se danas smatra da
je CT veoma tacna neinvazivna metoda u odredivanju sta-
dijuma bolesti (stejdzingu) karcinoma bronha (2,10). Dru-
ga neinvazivna dijagnosticka metoda koja se sve vise kori-
sti u odredivanju stadijuma karcinoma bronha je PET-CT
(positron emission tomography-computerised tomograp-
hy), koja se zasniva na bioloskoj aktivnosti neoplasti¢nih
¢elija. Celije karcinoma bronha pokazuju poveéano prihva-
tanje glukoze i viSu stopu glikolize u odnosu na normalne
Celije zbog Cega PET-CT koristi 18F fluoro-2-dezoksi -D glu-
kozu (FDG) kao obelezivac. FDG se akumulira u tumorskim
celijama koje imaju visoku iskoris¢enost glukoze i mogu se
zabeleziti PET kamerama. Veliki broj studija i meta analiza
su pokazale da je PET superiorniji u odredivanju medijasti-
nalnog stadijuma u odnosu na CT. Implantacijom PET-a u
dijagnosticki algoritam za odredivanje stadijuma bolesti
smanjuje se broj invazivnih dijagnostickih procedura (11).

Dijagnoza se mora potvrditi citoloski ili patohistoloski
i u tu svrhu se najcesée izvodi bronhoskopija sa uzorkova-
njem tkiva. Bronhoskopija je osnovna invazivna metoda u
dijagnostici karcinoma bronha i predstavlja endoskopsku
metodu za direktnu eksploraciju dela traheobronhijalnog
stabla. Transbronhijalna iglena aspiracija-punkcija (TBNA-
TBP) je bronhoskopska tehnika koja omogucéuje na mini-
malno invazivni nacin odredivanje medijastinalne patolo-
gije. lzuzetno je vazna u odredivanju medijastinalnog stej-
dZinga karcinoma bronha sa ukupnom osetljivoséu u ras-
ponu od 20-80%. Najvise se koristi u proceni subkarinalnih
i paratrahealnih limfnih ¢vorova. U pocetku igle koje su se
koristile dizajnirane su za dobijanje citoloskog materijala,
a kasnije razvijene su igle za dobijanje i histoloskih uzora-
ka iz submukoznih lezija i peribronhijalnih medijastinalnih
i hilarnih limfnih ¢vorova. Pozitivni rezultati TBNA pouz-
dano ukazuju na zahvacenost limfnih ¢vorova tumorskim
tkivom, dok negativni rezultati ne mogu iskljuciti zahvace-
nost limfnih ¢vorova i potrebne su dodatne dijagnosticke
metode. Osetljivost je znatno poboljSana upotrebom en-
dobronhijalnog ultrazvuka (EBUS) (12). Medijastinoskopi-
ja je invazivha metoda za direktno eksplorisanje medija-
stinalnih struktura. Rede se koristi u dijagnosticke svrhe,
kada su u pitanju promene u gornjem medijastinumu,
koje nisu dostupne drugim invazivnim tehnikama. Najces-
ce se koristi u okviru stejdZinga karcinoma bronha i odredi-
vanju N2 odnosno N3 zahvacenosti limfnih ¢vorova. Me-
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dijastinoskopija je zlatni standard za histoloski stejdzing
kod karcinoma bronha, visoke senzitivnosti (86% do 92%) i
specifi¢nosti (100%) Sto znaci da nema lazno pozitivnih re-
zultata, ali ima i preko 10% lazno negativnih. Povezana je
sa veoma niskom stopom komplikacija (0,19%) i izuzetno
niskim stopom mortaliteta (0,04%). Medutim, medijasti-
noskopija je invazivna metoda, zahteva opstu anesteziju,
hirursku salu i hospitalizaciju pacijenta nakon intervenci-
je. Medijastinoskopijom se moze pristupiti pretrahealnim
limfnim ¢vorovima (pozicija 1 i 3), obostrano visokim i ni-
skim paratrahealnim limfnim ¢vorovima (pozicije 2 i 4 levo
i desno) i subkarinalnim limfnim c¢vorovima (pozicija 7).
Limfni ¢vorovi medijastinuma koji se ne mogu uzorkova-
ti ovom metodom su pozicije 5-aortopulmonalni ¢vorovi,
6-paraaortalni ¢vorovi, 8-paraezofagealni ¢vorovi i 9-limfni
¢vorovi pluénog ligament (13,14).

Endobronhijalni ultrazvuk

Mnoga oboljenja disajnih puteva odnosno bronhijal-
nog zida i peribronhijalnih struktura nije bilo moguce sni-
miti radioloskim metodama Sto je zahtevalo pronalaZe-
nje nove dijagnosticke metode i sve viSe se osecalo da je
potreban bolji modalitet snimanja za stejdzing karcinoma
pluéa. Prva primena endobronhijalnog ultrazvuka (EBUS)

Tabela 2 . Karakteristike radijalnog i linearnog EBUS-a
Radijalni EBUS

takt obezbedujudi sliku u opsegu 360° i tacnu anatomsku
orijentaciju, detaljnu analizu traheobronhijalnog zida u vi-
sokoj rezoluciji i vodeni medij premesta fokus ka periferi-
ji tako da mogu biti vizuelizovane parabronhijalne medi-
jastinalne strukture. Plasiranje i pozicioniranje mini sonde
preko radnog kanala fiberbronhoskopa u traheobronhijal-
no stablo vrsi se pod vizuelnom kontrolom. Kada se sonda
pozicionira, balon se puni vodom dok se ne uspostavi kon-
takt sa zidom bronha. Dobar kontakt omogucava komplet-
nu cirkularnu sliku bronhijalnog zida i okolnih struktura. U
cilju procene operabilnosti, detekcija, lokalizacija i struk-
turna analiza limfnih ¢vorova je jedna od indikacija radijal-
nog EBUS-a. Nakon lokalizacije pozicije limfnog ¢vora son-
da se povlaci kroz radni kanal fiberbronhoskopa, plasira se
igla za TBP i prema prethodnoj pozicija vrsi se punkcija. Na
ovaj nacin ultrazvu¢nim navodenjem radijalnom sondom,
prema objavljenim rezultatima viSe studija,postiZe se us-
pesnost vise od 80% (15,16).

Tokom 2002. godine autori su poceli da razvijaju novu
konveksnu sondu EBUS-a sa ciljem da se omogudéi endo-
bronhijalnim ultrazvukom navodena iglena aspiracija (en-
dobronchial ultrasound transbronchial needle aspiration-
EBUS TBNA) u realnom vremenu. Osmisljen je novi en-
doskop sa ugradenom linearnom ultrazvu¢nom sondom
na vrhu koji omogucava vodenje igle u realnom vremenu

Linearni EBUS

Transduktor-pretvarac

Rotacioni mehanicki transduktor

Fiksni niz elektronskih transduktora
uskladenih u krivolinijski Sablon

Pogled 360° oko instrumenta 60° paralelno sa instrumentom

Frekvencija 20 MHz 5-12 MHz

Dubina penetracije 4-5cm 5cm

Kvalitet slike Vrlo dobar. Omogucava identifikaciju Nije moguce identifikovati slojeve
slojeva zida bronha zida bronha

TBP u realnom vremenu Nije moguce Moguce

Dopler za identifikaciju krvnih sudova Nije moguce Mogude

opisana je 1990. godine. Tokom sledecih godina resene su
tehnicke poteskode i razvijale su se dijagnosticke mogué-
nosti i indikacije EBUS-a. Od 1999. godine EBUS se poste-
peno uvodi u bronhoskopsku praksu. Ovo je prosirilo mo-
gucnosti dijagnostike bronhijalne i medijastinalne patolo-
gije. Postoje dva oblika EBUS-a, radijalni i linearni (konvek-
sni). Najznacajnije razlike prikazane su u Tabeli 2.

Prve ultrazvu¢ne sonde su su bile radijalne sonde,
precnika 3mm sa mehanickim pretvaracem (transduktor)
od 7,5 MHz na vrhu koji rotira sa 400 obrtaja i koji obezbe-
duje sliku disajnog puta i okolnih struktura u obimu 360°.
Kasnije su konstruisane sonde dijametra 2,5mm, sistem
je bio u kompletu sa balonom i mogao se plasirati preko
radnog kanala fiber bronhoskopa dijametra 2,8 mm. Ba-
lon je bio fiksiran na vrhu sonde i omogudio je kruzni kon-

Pneumon, 2013; 50

tokom transbronhijalne iglene punkcije- aspiracije (TBNA-
TBP). Nakon prvih objavljenih preliminarnih studija, Yasu-
fuku i sar. 2004. su pokazali efikasnost EBUS TBNA za pro-
cenu medijastinalnih i/ili hilarnih limfnih ¢vorova (17). Li-
nearni EBUS koji se sada koristi u klini¢koj praksi je hibrid
video fiberbronhoskopa koga karakterise jedinstveni op-
ticki sistem koji koristi obe tehnologije i video i fiber op-
ticku tehnologiju. Ovi instrumenti takode koriste linearne
zakrivljene transduktore koji se nalaze na vrhu instrumen-
ta, frekvence 7,5 MHz. Skeniranje se takode vrsi paralelno
u pravcu ubacivanja bronhoskopa. Obim bronhoskopa je
6,2 mm, dijametar vrha instrumenta 6,9 mm. Unutrasnji
radni kanal iznosi 2mm. Pravac gledanja optickog sistema
je kosi i iznosi 35°, a polje pogleda iznosi 80°. Instrument
za bolji kontakt, samim tim i bolju vizuelizaciju koristi ba-



lon ispinjen fizioloskim rastvorom. Ultrazvuéna slika se
obraduje u ultrazvu¢nom procesoru i projekcija ovih sli-
ka zajedno sa slikom sa videobronhoskopa se prezentuje
na zajednickom monitoru. Displej reZim poseduje Dopler
reZim sa snimanje krvnih sudova. Igle koje se koriste na-
menski za EBUS TBNA pri¢vrséuju se za radni kanal bron-
hoskopa i njena veli€ina se izraZzava u gajdzima (G-gauge).
U upotrebisuigle od 22 G=0,644 mmi21 G=0,723 mm.
Igle su za jednokratnu upotrebu. Vrh igle je hiperehogeno
dizajniran da poboljSava vidljivost na ultrazvuku. Ova igla
ima razli¢ite podesSivace koji rade kao sigurnosni uredaji i
sprecavaju ostecenje kanala. Igla je duzine 40mm, opre-
mljena je unutrasnjim Zi¢anim vodi¢em koji onemoguca-
va kontaminaciju tokom punkcije, a izvlaci se iz igle nakon
prolaska kroz bronhijalni zid (18).

lzvodenje EBUS TBNA

EBUS TBNA se moZe obavljati u analgosedaciji ili u op-
Stoj anesteziji. Ukoliko se izvodi u opstoj anesteziji za plasi-
ranje linearnog EBUS-a koristi se rigidni bronhoskop ili la-
ringealna maska. OteZavajuca okolnost za bronhologa pri-
likom gledanja bronhijalnog stabla je opticki sistem instru-
menta koji je postavljen na 35° napred pod kosim uglom
tako da opticki sistem omoguéuje gledanje u opsegu 80°.
Posto se pregled bronhijalnog stabla ne moZe obaviti ovim
instrumentom zbog nejasne slike, prvo se uradi pregled
bronhijalnog stabla konvencionalnom bronhoskopijom.
Kada se uvede linearni bronhoskop u traheobronhijalno
stablo, dolazi se do Zeljene pozicije, balon se naduva fizio-
loSkim rastvorom kako bi se obezbedio transparentni me-
dijum, postigao maksimalni kontakt sa zidom bronha i do-
bila kvalitetna ultrazvucna slika. Vrh instrumenta se laga-
no savije i pritisne na traheobronhijalni zid. Na monitoru
se pojavljuju dve slike istovremeno, opticka slika pozicije u
traheobronhijalnom stablu i ultrazvucna slika struktura iza
zida bronha. Pomeranjem vrha instrumenta lokalizuje se
limfni ¢vor koji Zelimo da uzorkujemo. Vrh instrumenta tre-
ba paZljivo pozicionirati tako da se maksimalni precnik lim-
fnog ¢vora postavi u centar ultrazvucne slike. Dopler rezim
se koristi za identifikaciju okolnih vaskularnih struktura,
kao i za prikaz vaskularizacije limfnog ¢vora. Nakon iden-
tifikovanja lezije, vrsi se fiksiranje omotaca igle i plasiranje
igle u limfni ¢vor. Duzina omotaca igle se prilagodava i prati
pod kontrolom optike. Vrh igle je vidljiv ultrazvukom, vizu-
elizuje se na ekranu i prati punkcija limfnog ¢vora (Slika 2).

Manipulisanje iglom je veoma vazan segment izvode-
nja punkcije i aspiracije pod kontrolom ultrazvuka. U slu-
€¢aju nailaska na hrskavicu tokom punkcije minimalnim po-
meranjem vrha bronhoskopa gore dole pozicionira se igla
u meduhrskavicavi prostor. Nakon probadanja limfnog
¢vora, unutrasnji Ziani vodic se izvlaci, postavlja se Spric sa
negativnim pritiskom i zapocinje se sa aspiracijom otvara-
njem slavine na Spricu. Pomeranjem vrha igle napred na-
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zad vrsi se punkcija i aspiracija limfnog ¢vora ( slika 3). Do-
bijeni materijal se razmaze na staklene plocice, osusi na
sobnom vazduhu i odmah boji za interpretaciju od strane
citopatologa (18,19).

Indikacije za EBUS TBNA

Indikacije za EBUS TBNA su procena zahvaéeno-
sti limfnih ¢vorova medijastinuma i hilarnih limfnih
¢vorova, dijagnostika medijastinalnih i plu¢nih pro-
mena. Svi medijastinalni limfni ¢vorovi osim suba-
ortalnih i paraezofagealnih pozicija 5, 6, 8 i 9 su do-
stupni EBUS TBNA. Hilarni limfni ¢vorovi pozicije
10,11 su pristupacni za EBUS TBNA osim dela lim-
fnih ¢vorova pozicije 12. Precizno definisanje stadi-
juma bolesti odreduje tretman karcinoma bronha.
Status medijastinalnih limfnih ¢vorova je odlucuju-
¢i ukoliko nema udaljenih metastaza. Konvencional-
na bronhoskopija i TBP su osnovne metode kod pa-
cijenata sa radiografski dokazanim uvecanim medi-
jastinalnim limfnim ¢vorovima pored disajnih pute-
va i obi¢no se izvode kod pacijenata sa karcinomom
bronha radi procene zahvaéenosti tumorom ovih
medijastinalnih limfnih ¢vorova u istom postupku.
Medutim, konvencionalna TBP je “slepa” procedu-
ra, nedostaje vizuelizacija lezije i s toga dijagnostic-

. 1 .
Slika 2. Ultrazvucna slika limfnog ¢vora i igle koja se nalazi u
limfnom ¢voru

ki doprinos varira. Radijalni EBUS se koristi za vizue-
lizaciju medijastinalnih limfnih ¢vorova i navodenje
igle za TBP. | ova metoda nema moguénost navode-
nja u realnom vremenu tako da je i njen dijagnostic-
ki doprinos razlicit i varira. EBUS TBNA prevazilazi
ove problem i omogucava izvodenje procedure u re-
alnom vremenu (18-20).

Prvi ¢lanak objavljen o dijagnostickom doprinosu
EBUS TBNA u proceni zahvaéenosti medijastinalnih
limfnih ¢vorova kod karcinoma bronha, ne samo da
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je pokazao visok doprinos i sigurnost postupka vec
je i ukazao na uticaj ove metode u daljem tretmana
pacijenata obolelih od karcinoma bronha. Kod 105
pacijenata EBUS TBNA je uspesSno izveden i dobije-
ni su uzorci iz 163 limfna ¢vora. EBUS TBNA je imao
stopu dijagnosticke tacnosti od 96,3%. Pored toga
kao rezultat EBUS TBNA izbegnuto je 29 medijasti-
noskopija, 8 torakotomija i 4 VATS-a, odnosno EBUS
TBNA je postedeo pacijente ovih invazivnih proce-
dura u proceni zahvaéenosti limfnih ¢vorova medi-
jastinuma (21).

Domet EBUS TBNA je slican medijastinoskopiji,
koja je “zlatni standard” za procenu zahvadenosti
medijastinalnih limfnih ¢vorova. Medutim, domet
EBUS TBNA je prosiren na hilarne limfne ¢vorove,
a kao i kod medijasatinoskopije subaortalni i para-
ezofagealni limfni ¢vorovi nisu dostupni. Kombino-
vanjem EBUS TBNA i EUS TBNA vecina medijasati-

Slika 3. Izvodenje EBUS TBNA

nalnih limfnih ¢vorova su dostupni. Studija koja je
poredila (22) EBUS TBNA, CT grudnog kosa i PET CT
u proceni zahvacenosti limfnih ¢vorova za odrediva-
nje stadijuma bolesti kod karcinoma bronha pokaza-
la je visok dijagnostic¢ki doprinos linearnog EBUS-a.
U studiji je bilo uklju¢eno 102 pacijenta (96 sa do-
kazanim karcinomom i 6 sa radioloSkom sumnjom).
Sve tri metode su sprovedeno u preoperativnoj pro-
ceni medijastinalne i hilarne proSirenosti bolesti.
EBUS TBNA je uspesno izveden kod svih pacijenata,
prosecne starosti 67,8 godina i uzorkovano je 147
medijastinalnih i 53 hilarna limfna ¢vora. Senzitiv-
nost CT, PET-a i EBUS TBNA za ta¢nu dijagnozu sta-
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dijuma medijastinalnih i hilarnih limfniih ¢vorova
iznosila je 76,9%, 80% i 92,3% respektivno. Speci-
ficnost je bila 55,3%, 70,1% i 100%, a dijagnosticka
tacnost 60,8%, 72,5% i 98%. Dokazano je da EBUS
TBNA ima vecu senzitivnost i specifiénost u odnosu
na CT i PET-CT za medijastinalni stejdZing kod po-
tencijalno resektabilnih pacijenata sa karcinomom
bronha. Dijagnosticki doprinos EBUS TBNA za pro-
cenu N statusa u stejdZingu karcinoma bronha krece
se od 89 do 98% (prosecno 94,5%).

Ponovna procena zahvacenosti limfnih ¢vorova
medijastinuma (restaging-restejdzing) je joS jedna
oblast primene EBUS TBNA. U slucaju da je prime-
njena indukciona hemioterapija (neoadjuvantna he-
mioterapija) kao prehirurska opcija zbog N2 bolesti
potrebno je evaluirati medijastinalni nodalni status.
Medijastinoskopija se i dalje smatra za “zlatni stan-
dard” procene zahvacenosti medijastinuma, medu-
tim remedijastinoskopija moZe biti tehnicki tesko
izvodljiva i ne izvodi se najcesSce. Sposobnost vise
ponavljanja uzorkovanja limfnih Zlezda medijastinu-
ma upotrebom EBUS TBNA omogucava precizan re-
stejdzing medijastinuma posle neoadjuvantne he-
mioterapije. U analizi koja je obuhvatila 124 bole-
snika sa dokazanim karcinomom bronha u IllA stadi-
jumu bolesti sa N2 limfnim ¢évorovima koji su treti-
rani indukcionom hemioterapijom uraden je restej-
dzing uz primenu EBUS TBNA. Senzitivnost, speci-
ficnost i pozitivna prediktivna vrednost (PPV), ne-
gativna prediktivna vrednost (NPV) i dijagnosticka
ta¢nost EBUS TBNA za restejdzing medijastinuma
bila je 76%, 100%, 100%, 20% i 77%. Zakljucak ove
analize bio je da je EBUS TBNA tacna i minimalno
invazivna metoda za restejdZzing i procenu zahvade-
nosti medijastinuma kod bolesnika sa karcinomom
bronha. Medutim zbog niske NPV, bolesnici sa tu-
mor negativnim limfnim ¢vorovima podvrgavaju se
hirurskoj intervenciji (23,24).

Linearni EBUS mozZe se koristiti i u dijagnosti-
ci intrapulmonarnih limfnih ¢vorova. Ogranicenje
dometa konveksne sonde je zbog veli¢ine bronha i
obi¢no se vrh instrumenta moZe ubaciti do lobarnih
bronha ili u segmentne bronhe baze. Plu¢ne lezije
koje se nalaze uz disajne puteve mogu se uzorkovati
i dijagnostikovati sa EBUS TBNA. Takode lezije koje
se nalaze u vrhu pluca u blizini traheje mogu se lako
dijagnostikovati ovom metodom.

Dijagnostika medijastinalnih tumora je joS jedno
podrucje upotrebe EBUS TBNA. Medijastinalni tu-
mori koji se mogu dijagnostikovati uklju¢uju bron-
hogene ciste, maligne limfome, timome, hondro-
sarkome ili medijastinalnu strumu. U poredenju sa
dijagnostikom metastaza karcinoma bronha u lim-
fnim ¢vorovima, citoloSka dijagnoza medijastinalnih



tumora je teza, s obzirom da je za ove tumore Ce-
sto neophodna histoloSka potvrda bolesti. Znacaj-
nu ulogu ima EBUS TBNA i u dijagnostici sarkoidoze
i potvrden je njen visok dijagnosticki doprinos (25).

Zakljucak

Endobronhijalna ultrazvukom vodena transbron-
hijalna iglena aspiracija sigurna, osetljiva, tacna i
minimalno invazivna dijagnosticka metoda u pro-
ceni zahvacenosti medijastinalnih limfnih ¢vorova
kod karcinoma bronha. EBUS TBNA ima vecu spe-
cificnost, NPV i tacnost u odnosu na konvencional-
nu transbronhijalnu punkciju u proceni zahvaéeno-
sti medijastinalnih limfnih ¢vorova kod karcinoma
bronha. Komplikacije su retke i ne razlikuju se od
komplikacija koje se mogu javiti tokom konvencio-
nalne bronhoskopije. EBUS TBNA se smatra sigur-
nom metodom , komplikacije su retke. Prema no-
vim smernicama za invazivnu dijagnostiku karcino-
ma bronha EBUS TBNA je jedna od novijih tehnolo-
gija koja je uvedena kao osnovna metoda u invaziv-
noj dijagnostici i u mnogim centrima upravo je ova
metoda smanjila potrebu za hirurSkom pretragom
medijastinuma.
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SAZETAK

Savremene bronhoskopske tehnike za detekciju i dijagnostiku pre-malignih lezija i karcinoma bronha usle su u svakod-
nevnu primenu u velikom broju bronhoskopskih centara Sirom sveta. Dve najc¢esce koristene su autofluoresentna video-
bronhoskopija (AFI) i videobronhoskopija uskog snopa svetlosti (NBI). Obe ove tehnike su komplemetarne i veoma jedno-
stavne za primenu u dobro opremljenim centrima za respiratornu endoskopiju, a dostupne su u Institutu za plu¢ne bolesti
Vojvodine. Svaka od tehnika ima svoje prednosti i nedostatke. Cilj ovog preglednog ¢lanka je upoznavanje Sire pulmolos-
ke i medicinske javnosti sa tehnologijom, indikacijama i dijagnostickom vrednos¢u ovih invazivnih pulmoloskih tehnika.

Klju€ne reci: autofluorescentna videobronhoskopija; bronhoskopija; karcinom bronha;
videobronhoskopija uskog snopa svetlosti.
SUMMARY

Advanced bronchoscopic techniques for detection and diagnostics of pre-malignant lesions and invasive lung can-
cer have entered every day routine practice in large number of bronchology centers worldwide. Two techniques most
commonly used for early detection and diagnostics are autofluorescence videobronchoscopy (AFI) and narrow band
imaging videobronchoscopy (NBI). Both techniques are complementary and easy for use in well equipped respiratory
endoscopy units. Both are also available at Institute for pulmonary diseases of Vojvodina. each technique has unique
advantages and disadvantages. The aim of this review article is overview of technology, indications and diagnostic yield
and introduction of these techniques to pulmonology and general medical public.

Keywords: autofluorescence imaging; bronchoscopy; lung cancer; narrow band imaging.

Uvod brojnih drugih oboljenja. Pored ovoga, dijagnosticke tehni-
ke upotrebljavaju se i za odredivanje stadijuma prosireno-
sti pojedinih oboljenja, a najvise karcinoma bronha (1-12).

U ove dijagnosticke tehnike spadaju: konvencionalna

Tokom proteklih dvadesetak godina bronhologija od-
nosno interventna pulmologija postala je jedna od grana

pulmologije i interne medicine koja boleZi najbrzi razvoj
kako u tehnoloskom pogledu tako i po uspesima u dija-
gnostickoj i terapijskoj primni ovih tehnika. Tehnike inter-
ventne pulmologije podeljene su u dijagnosticke i terapij-
ske. Dijagnosticke tehnike upotrebljavaju se za postavlja-
nje dijagnoze mnogobrojnih pluénih oboljenja: karcinoma
bronha, pneumonija, tuberkuloze, sarkoidoze, vaskulitisa i

videobronhoskopija bele svetlosti sa uve¢anjem (white li-
ght (magnifying) videobronchoscopy — WLB), autofluores-
centna videobronhoskopija (autofluorescence imagning
videobronchoscopy — AFl), videobronhoskopija uskog sno-
pa svetlosti (narrow band imaging videobronchoscopy —
NBI), linearni i radijalni endobronhijalni ultrazvuk (endo-
bronchial ultrasound — EBUS) sa pripadajuc¢im tehnikama
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uzimanja uzoraka kao Sto su bronho-biopsija, transbronhi-
jalna biopsija, transbronhijalna iglena punkcija, endobron-
hijalna ¢etka-biopsija, elektromagnetna navigaciona bron-
hoskopija (EMN), kriobiopsija i druge. Terapijske interven-
tne pulmoloske tehnike podeljene su na one sa trenutnim
dejstvom (dejstvo se vidi odmah nakon intervencije) i one
sa odloZenim dejstvom ciji efekat je vidljiv tek nakon ne-
koliko sati ili dana. Tehnike sa trenutnim dejstvom su: la-
ser resekcija, elektrokauterizacija, argon plazma koagula-
cija, plasiranje metalnim, silikonskih ili hibridnih stenova. U
tehnike sa odloZzenim dejstvom spadaju: endobronhijalna
brahiterapija, krioterapija, i fotodinamska terapija (13-20).

U proteklih desetak godina, fiber-opticku bronho-
skopiju ili fleksibilnu bronhoskopiju kako je ¢esto naziva-
na u stru¢nim krugovima, u potpunosti je zamenila vide-
obronhoskopija. Razlika izmedu ove dve tehnike jeste su-
Stinski u nacinu stvaranja i prenosa svetlosnih impulsa.
Dok je kod fiber-opticke bronhoskopije ovakva transmisija
i transformacija signala tekla preko fiber-optickih vlakana,
danas ova tehnologija u potpunosti ovisi o charged-couple
device sistemu odnosno CCD kameri koja se nalazi na dis-
talnom kraju bronhoskopa.

Na ovaj nacin omogucena je reprodukcija slike u
visokoj rezluciji, detekcija detalja ali i viSestruko uvecanje
slike radi posmatranja arhitektonike bronhijalne sluznice.
Omogucena je i detekcija vrlo ranih pre-malignih lezija u
bronhiojalnoj sluznici a njihovo izu¢avanje moglo bi zna-
¢ajno pridoneti razumevanju karcinogeneze kod karcino-
ma bronha.

Autofluorescentna videobronhoskopija
(Autofluoresecnce Imaging videobronchoscopy - AFl)

Autofluorescentna videobronhoskopija (AFI) je jedna,
relativno nova optic¢ka tehnika videobronhoskopije pri-
marno dizajnirana za detekciju i detaljan pregled intraepi-
telijalnih promena bronhijalne sluznice. Ovom tehnikom
se najbolje zapaZaju promene nastale u epitelu sluznice
bronha. Integracijom sistema AFl sa videobronhoskop-
skim sistemima visoke moci povecanja dobijen je hibrid-
ni sistem autofluorescentne videobronhoskopije sa uveca-
njem slike, visoke rezolucije sto omogucuje detekciju vrlo
suptilnih promena citoarhitektonike sluznice bronha. Ja-
sna distinkcija izmedu normalnog i patoloskog epitela, Cini
ovu tehniku veoma pogodnom za primenu u jedinicama
respiratorne endoskopije (21-23).

Osnovne indikacije za primenu AFI ukljucuju detekciju
i identifikaciju pre-malignih lezija epitela sluznice bronha,
pracenje bolesnika nakon kurativne resekcije skvamoznog
karcinoma bronha, prosireni stejdzing u smislu detekcije
sinhronih tumora i endoskopsku procenu ekstenzivnosti
karcinoma bronha. Strma kriva ucenja (learning curve) i ja-
sna distinkcija izmedu patoloskog i normalnog epitela ¢ine
ovu tehniku posebno dobrom za mlade interventne pul-
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mologe. Jedan od osnovnih nedostataka ove tehnologije je
njena niska specificnost u detekciji pre-malignih lezija, ob-
zirom da i inflamacija predstavlja patolosko stanje koje re-
zultira izmenjenom fluorescencijom sluznice. Ovaj, na prvi
pogled, ozbiljan nedostatak danas se prevazilazi inovacija-
ma u domenu optickog imidzinga. Dodavanje ultra-ljubica-
stog spektra, merenje reflektance, analiza reflekovane ra-
sute svetlosti, dvostruki digitalni imidZing ili fluorescentno-
reflektantni spektar, predstavljaju inovacije u domenu AFI
koje znacajno poboljSavaju specificnost u detekciji ranih
pre-malignih lezija. Danas postoje i brojna softverska rese-
nja i programi Ciji je cilj objektivizacija (auto)fluorescence,
njena kvantifikacija i korelacija sa pojedinim vrstama lezija
sluznice bronha. Treba istadi, da AFl ima prihvatljivu speci-
ficnost u ostalim indikacijama kao sto je procena eksten-
zivnosti malignog procesa, pracenje efekata terapije nakon
resekcije i detekcija sinhronih tumora (24-30).

Prvi sistemi za autofluorescentnu bronhoskopiju pojavi-
li su se krajem osamdesetih i pocetkom devedesetih godi-
na proslog veka. Ovi su sistemi bili bazirani na fiber-optickoj
bronhoskopiji i intravenskom davanju kontrastnih materija
koje su viSe apsorbovane od strane patoloskog tkiva sluzni-
ce bronha. Prvi sistem proizveden je u Kanadi i nazvan LIFE
(Light Induced Fluorescence Endoscopy) (Xillix Technologi-
es Corp. Richmond, Kanada). Ovaj sistem prvi je zabeleZio
dobre rezltate i usao je u upotrebu, sa ciliem detekcije ra-
nih lezija u SAD i Kanadi. Medutim ovaj sistem, bio je izu-
zentno glomazan, tezak za inkorporaciju u standardu opre-
mu jedinice za respiratornu endoskopiju i prilicno nepreci-
zan. Pandam LIFE sistemu u Evropi postao je D-Light AF sy-
stem, Karl Storz, Tuttlingen, Njemacka. Sematski je ovaj si-
stem prikazan na slici tri, koja objasnjava komplikovanost i
veli¢inu ovog sistema. Sistem je podrazumevao fiber-optic-
ki bronhoskop, konektovan na ispravljac i povezan sa racu-
narom radi analize slike, posebnu konekciju bronhoskopa
sa video-sistemom i procesorom, kao i posebnu konekciju
sa izvorom svetlosti i vezu procesora sa prekidacem u vidu
pedala. Dodatno je morala da postoji kamera prikljucena za
bronhoskop a potom i veza kamere i procesora. Ovakav di-
zajn je obeshrabrio mnoge pionire u domenu autofluores-
centne bronhoskopije. Ovaj vid autofluorescentne bron-
hoskopije postao je iskljucivo istraZivacka tehnologija, koja
se $to zbog cene, sto zbog komplikovane opreme koristila
samo u velikim naucno-istrazivackim centrima.

Sa pojavom videobronhoskopije, CCD kamera i brzih
procesora, integracija autofluorescence sa konvencional-
nom bronhoskopijom postala je pitanje vremena. Ubrzo
su napravljeni prototipovi autofluorescentnih videobron-
hoskopa koji su kroz nekoliko godina usli u komercijalnu
upotrebu. Ovi savremeni sistemi na trZistu su oko dese-
tak godina i jo$ uvek se koriste mahom u istrazivacke svr-
he, iako je danas sve vedi broj studija koje ptvrduju njihovu
efikasnost u svakodnevnom radu jedinice za respiratornu
endoskopiju (31-46).
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Slika 1. D-Light/AF sistem prikazan Sematski. (Izvor: World Wide Web)

foot switch

Slika 2. BF-F-260 videobronhoskop

Slika 3. Videoprocesor klase EVIS LUCERA SPECTRUM Slika 4. Ksenonski izvor svetla (Xenon bulb) CLV-260SL

Slika 5. Na slici osam prikazana je distribucija boja AFI pregledom, sa leve na desnu stranu: normalna sluznica, bronhitis, displazija, carcinoma in

situ i maligni tumor.

Slika 6. Normalan epitel bronhijalne sluznice i normalna refleksija svetlosti ukljucujudi i AF signal (leva strana, zelena strelica) i atenuacija AF

signala na malignoj sluznici (desno, zelena strelica) (Izvor: world wide web)
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Veliki broj studija uraden je na ovim fiber-optickim si-
stemima autofluorescentne bronhoskopije, i upravo re-
zultati ovih studija su razlog zasto je specificnost AF da-
nas u meta-analizama jos uvek niska. PaZljivim odabirom
studija radenih na video CCD sistemima meta analize po-
kazuju sve veci stepen specifi¢nosti. Svaki sistem autoflu-
orescentne videobronhoskopije ima svoje specificnosti,
predmet ovog doktorata je AFI sistem - Olympus Medi-
cal Systems Co., Tokyo, Japan, pa ¢e njemu biti posveéeno
najvise paznje.

Osnovu svih ovih sistema €ini fenomen fluorescen-
cije. Jos 1943. godine Hereley je primetio fluorescentnu
reakciju tkiva obasjanog ultra-ljubicastom svetloséu i jos
tada je ustanovljeno da tumori fluoresceriraju drugacije
od zdravog tkiva. Supstance odgovorne za fluorescencu se
nazivaju fluorofore. One pokazuju organ specifi¢ne karak-
teristike, koncentracija u pojedinim tkivima i organima ima
varira i njihova koncentracija u mnogome zavisi od opsteg
stanja organizma. Fluorofora ima mnogo, ali najznacajnije
medu njima su: triptofan, kolagen, elastin, porfirini, flavini
i materije koje u€estvuju u metabolizmu NAD/NADH. Tala-
sna duZina i intenzitet (jacina) svetlosti emitovane iz fluo-
rofora zavise od njihove koncentracije, maksimalne apsor-
pcije, refleksije i naravno karakteristika egzogenog izvora
svetlosti. Kada svetlost odredene talasna duZine obasja
fluorofore u sluznici Supljih organa, one pocinju da emi-
tuju svetlost (izuzetno slabu svetlost, niskog intenziteta).
Sistemi autofluorescentne videobronhoskopije, dizajnira-
ni su da uhvate, pojacaju i detektuju ovaj slab svetlosni si-
gnal, potom ga transformiSu u digitalni impuls, obrade u
procesoru i prikazu na ekranu u boiji. razlog za izmenjenu
fluorescencu patoloskog procesa (tumora, inflamacije, kr-
varenja) lezi u smanjenoj fluorescenci patoloskog procesa.
Dakle fluoresceriranje, kao prirodan proces, je u zadeblja-
lom ili maligno izmenjenom epitelu snizeno, upravo zato
na ekranu nakon obrade ovog signala postoji slika koja se
razlikuje od slike koju daje normalan epitel. Ova atenuacija
desava se zbog zadebljanja epitela, hiperemije u tumoru ili
promeni (hemoglobin apsorbuje gotovo ceo spektar zele-
ne svetlosti), redox promena u tumorskom matriksu i sma-
njenja koncentracije fluorofora u tumorskom tkivu (47-55).

AFI sistem (Olympus Medical Systems Co, Tokio, Ja-
pan) sasoji se iz autofluorescentnog videobronhoskopa
BF-F-260 (Slika 2), videoprocesora klase EVIS LUCER SPEC-
TRUM (CV-260SL) (Slika 3) i ksenonskog izvora svetlosti
oznacenog kao (CLV-260SL Slika 4). HDTV (highg definiti-
on television — HDTV) monitor bilo koje klase moZze biti ko-
nektovan na videoprocesor, najéesce je to mati¢ni moni-
tor LCD OEV-191.

Videoprocesor klase EVIS LUCERA SPECTRUM baziran
je na crno beloj CCD cip tehnologiji, kod koje se separaci-
ja boja postize preko RGB (red, green, white) filtera boja,
koji se opremljen izvorom svetlosti. AFI sistem koristi CCD
Cip visoke rezolucije na distalnom kraju EVIS LUCERA SPEC-
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TRUM BF-F260 videobronhoskopa. Pored plave ekscitaci-
one svetlosti, talasnih duzina od 390 nm do 440 nm, koja
uzrokuje autofluorescencu, AFI sistem koristi i zelenu sve-
tlost talasne duZine 540-550 nm koja je uglavnom apsor-
bovana od strane hemoglobina. Ove dve komponentne
svetlosti hvata CCD cip na vrhu videobronhoskopa i pre-
tvara ih u elektri¢ne signale. Granicni filter ispred CCD ka-
mere smanjuje ekscesivnu plavu svetlost i omoguéuje de-
tekciju slabog autofluoresentnog signala. Drugim recima
re¢eno autofluorescentna reflektovana svetlost, talasnih
duZina izmedu 390-690 nm, oslabljena je kada plava sve-
tlost (390-440 nm) obasja neoplasti¢nu leziju. Svetlost ta-
lasne duzine 540-560 nm biva uglavnom apsorbovana od
strane komponenti krvi. Oba ova tipa svetlosti prolaze
prethodno opisan put detekcije od strane CCD cipa, kon-
verzije i prezentacije na monitoru.

U videoprocesoru, autofluorescentni svetlosni signal
pretvara se u zeleni spektar, a zelena reflektovana svetlost
se pretvara u crveni i plavi spektar. Tako obradena slika se
sintetiSe u procesoru i projektuje na ekranu. Normalna sli-
ka AFl je zato zelena, dok su patoloski procesi tamno zele-
ni a jace izraZzene patoloske promene su ljubi¢aste i tamno
smede boje (slika 5). Slika 6 Sematski prikazuje normalnu i
atenuiranu refleksiju AF signala.

Ostali savremeni sistemi autofluorescentne videobron-
hoskopije rade na istom principu kao AFI. Svaki sistem ima
odredene modifikacije po pitanju talasnih duZina ekscita-
cione svetlosti. Ovde pripadaju, osavremenjeni LIFE sistem
(Xillix Technologies Corp, Richmond, Kanada) koji kao izvor
svetlosti koristi kadmijumski laser, D-Light (Karl Storz En-
doscopy, Tuttlingen, Njemacka), DAFE (Richard Wolf En-
doskopie, Knittlingen, Nemacka), AF Pentax SAFE 3000
(Hoya-Pentax Corp, Tokio, Japan), i novi Onco-LIFE (Xillix
Technogies Corp, Richmond, Kanada) (2-10).

Vizuelna klasifikacija promena videnih autofluores-
centnom videobronhoskopijom predloZena od strane Her-
th-a i saradanika danas je postala osnova ovog pregleda.
Ova klasifikacija predstavljena je u tabeli 1, adaptirano iz
Zaric B. et al. Expert Rev Med Devices 2011.

Velika vecina do sada objavljenih studija su evaluira-
le znacaj AFI u dijagnostici pre-malignih lezija karcinoma
bronha. Rezultati ovih studija uglavhom su potvrdili vecu
senzitivnost AFl od WLB (white light videobronchoscopy)
kada je detekcija ranog stadijuma karcinoma bronha u pi-
tanju. Niska specificnost AFI je karakteristi¢na za detekciju
pre-mailignih lezija. Kada se ova tehnologija upotrebljava
u dijagnostici sinhronih tumora, prac¢enju bolesnika nakon
resekcija karcinoma bronha ili u proceni ekstenzivnosti bo-
lesti, specifi¢nost nije niska, vec Stavise statisticki znacajno
visa od WLB.

Velika vecina do sada objavljenih studija su evaluira-
le znacaj AFIl u dijagnostici pre-malignih lezija karcinoma
bronha. Rezultati ovih studija uglavnom su potvrdili veéu
senzitivnost AFl od WLB (white light videobronchoscopy)
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Tabela 1. Vizuelna klasifikacija endobronhijalnog nalaza tokom autofluorescentne videobronhoskopije

Stepen AFI

Normalno
Abnormalno, ali nije sumnjivo na malignitet

Zelena slika sa normalnom endobronhijalnom arhitektonikom
Blago smanjenje intenziteta fluorescencije, slabo definisane margine,

tamno zelene boje ili bledo ljubi¢asto

Sumnjivo na intraepitelijalnu neoplaziju

Definitivno smanjenje fluorescencije, jasno definisane margine pro-

cesa, braon ili ljubicasto, vidljiva izmenjena arhitektonika sluznice.

Tumor

Vidljiv tumor, tamno ljubicast ili smed.

kada je detekcija ranog stadijuma karcinoma bronha u pi-
tanju. Niska specificnost AFI je karakteristicna za detekciju
pre-mailignih lezija. Kada se ova tehnologija upotrebljava
u dijagnostici sinhronih tumora, pracenju bolesnika nakon
resekcija karcinoma bronha ili u proceni ekstenzivnosti bo-
lesti, specifiénost nije niska, veé Stavise statisticki znacajno
visa od WLB.

Debata oko upotrebe AFI kao tehnike za skrining jos
uvek traje, iako je 2005. godine na osnovu rezultata objav-
lienih u najvecoj evropskoj multicentri¢noj studiji od stra-
ne Haussinger- a i saradnika (25) zaklju¢ena da se AFI ne
koristi kao skrining tehnika za karcinom bronha. Medutim
u slucajevima kada postoji jasno definisana rizicna grupa,
kao Sto su hronicni pusaci ili rudari, AFI moZze biti koriStena
kao endoskopska tehnika skrininga. Ova studija nedvosmi-
sleno je dokazala superiornost AFI u odnosu na WLB u de-
tekciji pre-malignih lezija. Specificnost AFI znacajno varira,
a zavisi kako od sistema cija je efikasnost ispitivana, tako
i od karakteristaika populacije koja je ispitivana. Razlicite
specifi¢nosti i senzitivnosti AFI, u koparaciji sa sistemom
prikazane su u tabeli 2.

Tabela 2. Senzitivnost i specifinost u korelaciji sa sistemom AFI

u detekciji pre-malignih i malignih lezija.

Pored zavisnosti od sistema i karakteristika populacije
koja se posmatra, specificnost AFI pokazuje velike varijacije
u odnosu na stepen pre-maligne lezije. Senzitivnost je ma-
nja za detekciju skvamozne metaplazije i razlicitih stepena
displazije u odnosu na karcinom in situ. Buduce studije tre-
ba da omoguce kategorizaciju pre-mailignih lezija, po endo-
skopskom izgledu ili potencijalu maligne alteracije i potom
na standardizovan nacin odrede specifi¢nost i senzitivnost
za svaki tip lezije (20-29). Naravno ovakav pristup zahteva
dodatna tehnicka, kako hardverska tako i softverska una-
predenja ove tehnologije. Danas postoje sistemi i eksperi-
mentalni modeli koji evaluiraju in vivo spektroskopiju, ana-
lizu reflektovane crvene svetlosti, ili analizu reflektovane ul-
traljubicaste svetlosti kao i autofluorescentnu spektrosko-
piju sa ljubi¢astim ekscitirajuéim svetlom (47-52). Odlicne
rezultate objavio je Edell i saradnici (35) na jos uvek proto-
tipu novog sistema nazvanog Onco-LIFE (Xillix Technologi-
es Corp., Richmond, Kanada) gde je relativna senzitivnost,
izraCunata i na odnosu po leziji i po pacijentu, ukazala na
apsolutnu premo¢ AFI videobronhoskopije u dijagnostici
pre-malignih lezija. Novije studije potvrdile su visoku dija-
gnosticku vrednost AFI videobronhoskopi-
je u svakodnevnoj klini¢koj praksi jedinice
za respiratornu endoskopiju. Pierrard i sa-

Autor Sistem Senzitivnost (%)  Specifi€nost (%)  radnici (40) dokazali su povecanije detekcije
Chiyo M. AFI 80 83.3 sinhronih tumora sa 7% videobronhoskopi-
Chiyo M. LIFE 96.7 36.6 jom bele svetlosti na 23% sa dodatkom AFl,
. . a u studijama publikovanim od strane nase
HauBinger L. D-Light 823 >8.4 bronholoske grupe dokazana je efikasnost
Ueno K. AFI 94.7 711 u proceni ekstenzivnosti bolesti sa mogu-
Chhajed P.N. LIFE 96 23 ¢im znacajnim uticajem na dalji terapijski
Lam B. SAFE-1000 91.7 26.4 postupak. AFl dakle ima indikacije za de-
Stringer M.R. LIFE 84.4 60.7 tt.ekcuu pre-malignih lezija kod ’gru‘pa sa ri-
zikom, u bronhoskopskom pracenju nakon
Hanibuchi M SAFE-1000 96.8 56.1 kurativne resekcije, i u evaluaciji endobron-
Beamis J.F. D-Light 61.2 75.3 hijalne ekstenzije primarnog tumora (5-25).
Ernst A. D-Light 66 73
Herth FLF. AF| 65 40 Vl_deobronhoskoplja us.kog §nopa svetlo-
. sti (Narrow Band Imaging videobronchos-
Hirsch F.R. LIFE 73 46 copy - NBI)
Edell E. Onco-LIFE 44 75
Cetti EJ AFI 933 81.8 NBI je nova tehnika respiratorne endo-
Chen W Meta analysis 90 56 skopije dizajnirana za evaluaciju submuko-
) zne kapilarne mreZe bronhijalne sluznice.
Sun) Meta analysis 94.7 60.9

Pomocu ove tehnike jasno se moze vizuali-
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zovati patoloski izmenjena submukozna i mukozna mreza
kapliara. Kombinacija videobronhoskopije sa uveéanjem
i NBI videobronhoskopije pokazala je veliki potencijal u
detekciji pre-malignih i malignih lezija karcinoma bronha.
Preliminarne studije pokazale su nadmo¢ NBI videobron-
hoskopije nad videobronhoskopijom bele svestlosti (white
light videobronchoscopy) ili konvencionalnom videobron-
hoskopijom u dijagnostici karcinoma bronha (26-34).

Patoloska slika mikrokapilarne mreze bronhijalne slu-
znice, koja se pojavlju kod malignih ali i pre-malignih lezija
opisana je od strane Shibuya-e i saradnika i postala opstepo-
znata kao Sibujini deskriptori. Ovaj patoloski nalaz podrazu-
meva vizualizaciju tri karakteristi¢na kapilarna obrasca, to su
tackasti krvni sudovi, izvijugani krvni sudovi i krvni sudovi koji
se naglo zavrsavaju. Patoloski obrasci mikrokapilarne mreze
bronhijalne sluznice prikazani su na slikama 7-9 (35-41).

Bronhoskopija uskog snopa svetlosti po definici je

tehnika optickog pojacavanja slike koja pojednostavlju-
je vizualizaciju bronhijalne sluznice i submukoznih kapila-
ra. Ova nova tehnika omogucuje endoskopisti da prikupi
detaljnije informacije o patoloski promenjenoj sluznici or-
gana koji su dostupni endoskopskom pregledu kao Sto su
Zdrelo, jednjak, zeludac, duodenum, bronhi, debelo crevo
i mokrac¢na besika.

NBI je Siroko primenjena u digestivnoj endoskopiji i na-
roCito dobro se pokazala u dijagnostici Baretovog ezofa-
gusa, u diferenciranju adenomatoznih polipa debelog cre-
va od invazivnog karcinoma i u detekciji karcinoma mo-
kra¢ne besike. Dakle NBI stvara kontrastno pojacanu sliku
krvnih sudova u povrsinskim delovima sluznice. Obzirom
da je neoangiogeneza osnovni postulat karcinogeneze ja-
sno je da detekcija novo nastalih, karakteristi¢nih krvnih
sudova omogucava detekciju maligno alterisanih prome-
na. Sa druge strane, ona omogucava uzimanje biopsija sa
ovih promena i izu¢avanje ranih desavanja u karcinogene-
zi. Stvaranje ovako pojacane, karakteristicne slike moguce
je nakon iradijacije tj. obasjavanja tkiva sa dva izolovana
snopa svetlosti odredenih talasnih duZina (42-45).

NBI sistem koristi plavi uski snop svetlosti, talasne du-
Zine od 390-445 nm za detekciju tankih krvnih sudova po-
vriinoskog sloja sluznice i zeleni uski snop svetlosti, talasne
duzine 530-550 nm, koji je odgovoran za vizualizaciju de-
bljih snopova kapilara u dubljem sloju sluznice. Suzavanjem
spektra svetolsti postiZe se razli¢ita penetracija i refleksija
svetla kroz i u bronhijalnu sluznicu $to rezultira boljim kon-
trastom i boljom vidljivos¢u malih krvnih sudova. Slika 10 i
11 prikazuju Sematski suZzavanje snopa svetlosti i adekvat-
nost vizualizacije krvnih sudova sluznice bronha (46-49).

Slika 10 prikazuje kako svetlosti pojedinih talasnih du-
Zina oznacene razli¢itim bojama, razli¢ito prodiru u dobinu
bronhijalne sluznici, omogucujudéi pri tom vizualizaciju krv-
nih sudova razli¢itih slojeva sluznice, sto je od velikog prak-
ti¢nog znacaja za razlikovanje pre-malignih od malignih le-
zija odnosno invazivnog karcinoma.
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Prve dve slike sa leva na desno (slika 11) su nastale su-
Zavanjem snopa svetlosti i na njima se kapilari povrsinskog
i srednjeg sloja jasno razabiru. Poslednja slika je u stvari sli-
ka koja nastaje obasjavanjem punom belom svetlo$¢u gde
vaskularna arhitektnika nije jasno vidljiva.

Tehnic¢ku osnovu NBI €ine dva osnovna videoendo-
skopska sistema koja se najceSce koriste u respiratornoj
endoskopiji. Razlika izmedu ova dva sistema lezi u razlici-
tom nacinu sinteze HDTV slike u boji. Sistem nazvan EVIS
EXERA Il (Olympus Medical Systems Corp., Tokyo, Japan)
bazira se na CCD Cipu u boji koji ima nekoliko malih kolor
filtera po svakom pikselu slike. Drugi stem nazvan EVIS LU-
CERA SPECTRUM baziran je na crno belom CCD cipu, i u
njemu se kolor separacija postize upotrebom crveno-zele-
no-plavog (RGB) kolor filtera na koji je prikljucen izvor sve-
tlosti. RGB filter se satoji od tri Sirokopojasna filtera i po-
kriva opseg talasnih duZina od 400 nm do 800 nm. Oba
ova sistema podjednako podrzavaju NBI tehnologiju i oba
koriste ksenonski izvor svetlosti. Isti opticki filter na svetlo-
snom izvoru inkorporiran je u oba sistema i stoga se moze
re¢i da su ova dva sistema opticki jednaki. Medutim, siste-
mi se medusobno ipak razlikuju u jednoj vaznoj kompo-
nenti a to je arteficijelna sinteticka slika koju reprodukuju.

Razlika izmedu ova dva sistema je u AFI tehnologiji koju
Lucera podrzava ali Exera Il nije u stanju da je reprodukuje.
Kada je NBI tehnologija u pitanju, oba sistema obezbedu-
ju stvaranje izvrsnog kontrasta u detekciji mikro kapilarne
mreZe bronhijalne sluznice. Pored optickih razlika, ova dva
sistema se razlikuju i u moguénostima digitalnog uveéava-
nja slike. Sistem baziran na CCD cip tehnologiji u boji, dakle
Exera Il opremljena je sa digitalnim zoom-om za uvecanje
od 1.2 -1.5 puta. Medutim, videobronhoskop visoke rezo-
lucije opremljen je sa fizickim uve¢anjem koje omogucuje
priblizavanje bronhoskopa na svega 2 mm od povrsine slu-
zince bez smanjenja rezolucije slike, Sto omogucava uve-
¢anje od 50 puta. Lucera medutim ima opticki sistem koji
omogucuje uvecanje slike do 80 puta. Naravno u stvarnoj
kinickoj praksi ovakva uvecanja je ipak veoma tesko posti-
¢i, obzirom na brojne faktore koji uti¢u na njih (od karakte-
ristika tkiva do kvaliteta monitora) (50-56).

Kombinacijom HD (high-definition) tehnologije i NBI
omogucena je vizualizacija bronhijalne sluznice u obliku koji
da sada nije bio mogué. Iz svega navedenog, moze se zaklju-
Citi da Lucera ima ipak blagu prednost nad Exerom Il. Prin-
cip NBI pociva na cinjenici da je najadekvatnija talasna duzi-
na za identifikaciju povrsinskih kapilara 415 nm, dok talasna
duZina od 540 nm najbolje odgovara posmatranju debljih
krvnih sudova u dubini sluznice. EVIS EXERA Il sistem sastoji
se iz ksenonskog izvora svetlosti koji je instaliran ispred op-
tickog filtera za NBI. Ovaj opticki filter je filter za dva snopa
koji propusta talasne duZine svetlosti od 415 nm i 540 nm.
Filter cepa svetlost na ova dva snopa koji potom obasjava-
ju sluznicu bronha. Da bi se stvorila slika u boji na monito-
ru visoke rezolucije svetlost mora da se provede kroz R, G
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Dubina penetracije svetlosti

Slika 7. Karakteristi¢ni tackasti krvni sudovi,
karina usca za desni gornji rezanj, skvamozni
karcinom bronha.

Slika 10. SuZavanjem spektra svetlosti postiZe se razli¢ita penetracija snopova svetol-
sti u bronhijalnu sluznicu i bolja vizualizacija pojedinih kapilara.

Povrsihski sloj Srednji sloj Dubgki sloj

Slika 8. Karakteristicni izvijugani krvni sudovi,
tumor u uscu za srednji rezanj, adenoskvamozni
karcinom.

Slika 11. Na slici je detaljnije prikazana zdrava vaskularna mreza krvnih sudova poje-
dinih slojeva sluznice bronha.

Color CCD

Monitor
Each color
Option filter for NBI comes at the
ON ON same time
NBI
Mucosa
Xenon lamp r
NBI filter splits S_
the white light to OFF | OFF pranmel
two specific
) narrowbands
Slika 9. Karakteristi¢ni krvni sudovi koji se naglo _
zavrsavaju, bifurkacija traheje, displazija treceg -
stepena. Slika 12. Sematski prikaz NBI sistema, klasa EVIS EXERA 1.
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i B kanale. Sematski prikaz NBI sistema, i stvaranja slike na
monitoru prikazan je na slici 12. Da bi se postigla visoka vid-
ljivost krvnih sudova, neophodno je da se povrsinski kapilari
reprodukuju po crno-belom obrascu, a relativno deblji krv-
ni sudovi u dubljim slojevima sluznice nekim drugim, uglav-
nom kolor obrascem. Sa druge strane, da bi ovakav sistem
funkcionisao boje moraju biti locirane u delu spektra vidlji-
vom za ljudsko oko. Upravo ovo je razlog zasto se svetlost
talasne duzine 415 nm upucuje ka B i G kanalu — omogucu-
juci prikaz povrsinske kapilarne mreze braon bojom. Svetlost
talasne duzine 540 nm ide ka R-kanalu pa su zato kapilari
smesteni dublje u sluznici ¢esto plavo-zelenkasti ili ljubica-
sti. Podrucja krvarenja, vizualizuju se crnom bojom, prosto
zato Sto hemoglobin skoro u potpunosti apsorbuje talasne
duZine od 415 nm i 540 nm, pa uopste nema refleksije sve-
tlosti. Upravo zbog ovih, veoma znacajnih tehnoloskih una-
predenja NBI je pocela brzo da pronalazi svoje mesto u en-
doskopiji. Prve znacajne studije sa upotrebom NBI u bronhi-
jalnoj endoskopiji sproveo je Shibuya sa saradnicima, tokom
2002 i 2003 godine objavljene su dve takve studije u kojima
se definisani vizuelno patoloski obrasci, definisane prekan-
cerozne lezije koje su najpogodnije za detekciju i odredena
specifiénost i senzitivnost ove tehnike u dijagnostici pre-ma-
lignih lezija. Visoka cena sistema, i ogranicen broj edukova-
nih kadrova dugo su ogranicavali dalje ispitivanje tehnologi-
je. Tek posle 2005 godine, nakon dokazane uspesnosti u ga-
stroskopiji, NBI jace ulazi u polje bronhoskopije. Tokom 2007
gdone, Vincent objavljuje prvu prospektivnu klinicku studi-
ju sa definisanjem lezija i dijagnostickom tac¢noscu, a potom
slede i druge studije sa Sirenjem ispitivanja efikasnosti NBI u
pleuroskopiji, proceni vaskularizacije grafta nakan transplan-
tacije pluéa i proceni ekstenzivnost endobronhijalnog tumo-
ra uz ispitivanje uticaja na terapijsku odluku (55-60).

Klinicki znacaj AFI i NBI videobronhoskopije

Velika vedina do sada objavljenih studija koje su evalui-
rale dijagnosicki znacaj NBl ispitivala je ulogu ove tehnologi-
je u detekciji pre-malignih lezija sluznice bronha i ranog sta-
dijuma karcinoma bronha. U ovim studijama ustanovljeno
je da NBI ima veliki znacaj i da statisticki znacajno poveca-
va specificnost i senzitivnost detekcije pre-malignih lezija, u
poredenju sa WLB. Klju¢ne studije za uvodenje NBI video-
bronhoskopije u respiratornu endoskopiju objavljene su od
strane Shibuya-e i saradinika 2001. i 2003. godine (17,23). U
ovim studijama definisani su vizuelni patoloski obrasci sub-
mukoznih krvnih sudova bronhijalne sluznice. Ovi tipovi pa-
toloskih obrazaca, kasnije poznati kao Shibuya deskriptori,
definisani su kao tackasti krvni sudovi, izvijugani krvni sudo-
vi i krvni sudovi koji se naglo zavrSavaju. U ovoj studiji autori
su evaluirali ulogu NBI videobronhoskopije u detekciji angi-
ogene skvamozne displazije, kao pre-maligne lezije sluznice
bronha i skvamoznog karcinoma. Rezultati su pokazali da
postoji statisticki znacajna korelacija izmedu pojave tacka-
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stih krvnih sudova i skvamoznog karcinoma bronha. U pilot
studijama koje smo objavili 2009. godine (21,44) , sa sli¢-
nim dizajnom kao i u poslednjoj nasoj studiji (59) nasli smo
senzitivnost, specificnost, PPV i NPV NBI videobronhosko-
pije 97.8%, 85%, 93.7% i 94.4%, respektivno. U pilot studiji
evaluirali smo znacajno maniji broj bolesnika, svega 36. Gru-
pa bolesnika u pilot studiji potpuno je demografski iden-
ticna grupi bolesnika ispitivanih u ovoj studiji. Kod 14 bo-
lesnika u pilot istraZivanju NBI videobronhoskpija je poka-
zala vecu ekstenziju endobronhijalnog tumora u poredenju
NBI, a ovaj broj bolesnika je statisticki znacajan (p=0.005).
Kod osam bolesnika (p=0.001) ovaj nalaz je doveo do pro-
mene u terapijskoj strategiji. Vrlo slicne, u potpunosti kom-
parabilne rezultate dobili smo u ovoj studiji, Sto potvrduje
znacaj NBI videobronhoskopije. Senzitivnost, specificnost
PPV i NPV u doktorskoj studiji su 95%, 85.6%, 83.9% i 96%,
respektivno. Veca ekstenzivnost pocenjena NBI vidoebron-
hoskopijom i uticaj na odluku o terapiji potvrdeni su takode
kod statisticki znacajnog broja bolesnika. | rezultati dobijeni
u komparativnom delu nase studije koji je evaluirao direk-
tno odnos AFI, NBI i njihove kombinacije su uporedivi sa re-
zultatima pilot studije. U komparativhom delu senzitivnost,
specificnost, PPV i NPV NBI videobronhoskopije iznosile su
90.4%, 82.4%, 91.8%, i 79.7%, respektivno.

Kod 62 bolesnika Herth i saradnici (20) su evaluirali ulo-
gu NBI videobronhoskopije u dijagnostici pre-malignih lezi-
jai karcinoma in situ (CIS), u poredenju sa WLB videobron-
hoskopijom i AFl videobronhoskopijom. Senzitivnost NBI vi-
deobronhoskopije u dijagnostici CIS bila je 100% a u dija-
gnostici displazije 90%. Specificnost NBI videobronhoskopi-
je bila je 90% za obe indikacije; ve¢a i od specificnosti AFI,
koja iznosila 52% za displaziju a 83% za CIS. Ako poredimo
nase rezultate za NBI videobronhoskopiju u detekciji mali-
gniteta, gde je nadena senzitivnost i specificnost bila 95%
i 85.6%, respektivno, mozemo zakljuciti da su nasi rezultati
konzistentni sa ovom studijom. Senzitivnost i specificnost
NBI u detekciji pre-malignih lezija u nasoj studiji iznosila je
66% i 84.6%, Sto je slitno sa rezultatima dobijenim u studiji
koju je objavio Herth, i specificnost AFI je u nasoj studiji pot-
puno uporediva i iznosi 79.6% za sve lezije. Rezultati iz kom-
parativnog dela nase studije koji se odnose na NBI pokazu-
ju senzitivnost i specificnost u detekciji margina maligniteta
0d 90.4% i 82.4% respektivno i takode su konzistentni sa re-
zultatima koje su objavili Herth i saradnici. Razlike su delom
u tehnickim karakteristikama opreme koristenim u ove dve
studije, ali i pored toga te razlike nisu statisticki znacajne.

Jednu od najvecih studija koje su evaluirale dijagnostic-
ki znacaj AFI, NBI i njihove kombinacije u odnosu na WLB u
evaluaciji pre-malignih i malignih promena bronhijalne slu-
znice objavio je 2009. godine Herth sa saradnicima (33). U
ovoj studiji senzitivnost i specificnost WLB videobronho-
skopije iznosile su 18% i 88%. Senzitivhost AFI, NBI i njiho-
ve kombinacije u dijagnostici ovih promena u Herth-ovoj
studiji iznosila je 65%, 53% i 71%, respektivno. Kao i u kom-



parativnom delu nase studije i ovde je nadeno da je sezi-
tivnost najvecda ako se dve videobronhoskopije kombinuju.
U nasoj studiji senzitivnosti su vece u delu koji je evaluirao
ekstenzivnost maligniteta, Sto je i za ocekivati. U delu stu-
dije koji evaluira margine tumora senzitivnost je kod nas
bila 95% za NBI videobronhoskopiju, senzitivnost AFI vide-
obronhoskopije iznosila je 93% a kombinacije 93.7%, ovako
viSe vrednosti su i oCekivanje, jer u ovom delu nase studije u
analizu nisu usle pre-maligne lezije koje znacajno snizavaju
senzitivnost. Ako se osvrnemo na deo studije u kojem smo
analizirali pre-maligne lezije, vide¢emo da su nasi podaci u
konzistenciji sa podacima iz Herth-ove studije, ovde je sen-
zitivnost za pre-maligne lezije iznosila 26.5% za WLB video-
bronhoskopiju, 52% za AFI videobronhoskopiju, 66% za NBI
i 86.1% za kombinaciju dve tehnike. Kada je specificnost u
detekciji pre-malignih lezija i tumora u pitanju, ona u Herth-
ovoj studiji iznosi 88% za WLB videobronhoskopiju, 40% za
AFI videobronhoskopiju, 90% za NBI i 40% za kombinaciju
tehnika. Ovi su podaci takode uporedivi sa podacima iz svih
delova nase studije. Kod nas specificnost NBI iznosi 85.6%,
specifinost AFl videobronhoskopije je 79% dok je specific-
nost kombinacije 86.9%. | u ovom delu veéa specifi¢nost ne-
kih tehnika kod nas uzrokovana je ¢injenicom da je u analizu
uklju¢ena samo evaluacija margina malignog tumora. Kada
pogledamo specificnosti pojedinih tehnika u detekciji pre-
malignih lezija, rezultati su jednako uporedivi sa rezultatima
Hajdelberske grupe. U ovom delu nase studije specifi¢nost
WLB je 63.9%, AFl 79.6%, NBI 84.6% i kombinacije 86.8%.
Iz svega navedenog vidi se da su nasi podaci uporedivi sa
Herth-ovim i da se obe studije zavrSavaju sa istim zakljuc-
kom, obe tehnike videobronhoskopije pokazuju superior-
nost u odnosu WLB u detekciji pre-malignih lezija i karcino-
ma bronha, a NBI pokazuje vecu specifi¢nost i senzitivnost i
od WLB i od AFI videobronhoskopije.

Dve meta-analize (36,37) koje su evaluirale ulogu au-
tofluorescentne videobronhoskopije u detekciji pre-mali-
gnih i malignih lezija bronhijalne sluznice objavljene su sre-
dinom 2011. godine. U obe meta-analize citirane su studi-
je naseg istrazivackog tima, Sto ukazuje na njihov doprinos
ovoj temi. Sun i saradnici (37) uradili su meta-analizu sa ci-
liem komparacije tacnosti autofluorescentne bronhosko-
pije u kombinaciji sa konvencionalnom videobronhoskopi-
jom u poredenju sa konvencionalnom videobronhoskopi-
jom samom, u detekciji pre-malignih lezija i karcinoma bron-
ha. Pretrazene su baze Ovid, PubMed i Google Scholarito u
preiodu januar 1990 do oktobar 2010. Od preko 300 studi-
ja, sa adekvatnim podacima nadena je 21 studija sa ukupno
3266 bolesnika. Ukupna senzitivnost autofluorescentne vi-
deobronhoskopije u detekciji pre malignih lezija u ovoj meta
analizi bila je 84.63%, a senzitivnost konvencionalne video-
bronhoskopije uskog snopa svetlosti 42.54%. Nasi rezultati
koji se odnose na pre-maligne lezije pokazali su senzitivnost
AFl of 52% a konvencionalne bronhoskopije 26.5%, vredno-
sti su nesto niZze nego u meta analizi, uglavhom zbog tehnic-
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kih karaketristika i heterogenosti sistema analiziranih u me-
ta-analizi, ali i zbog Cinjenice da je u meta analizi evaluirana
i efikasnost u detekciji pre-malignih lezija. Zato su rezultati
iz dela nase studije koji su evaluirali senzitivnost i specific-
nost AFl u proceni ektenzivnosti endobronhijalnog tumora
vise komparabilni sa rezultatima meta-analize. U nasoj stu-
diji senzitivnost AFl videobronhoskopije bila je 93%, a speci-
ficnost 92%, sto je komparabilno sa rezultatima meta-anali-
ze. Senzitivnost WLB videobronhoskopije bila je 84% a spe-
cificnost 79%. Senzitivnost u detekciji karcinoma bronha
izraCunata u meta analizi za autofluorescentnu videobron-
hoskopiju iznosi 94.71%, u nasoj studiji je 93%, dok je senzi-
tivnost WLB 88.53% u meta analizi a u nasoj studiji 84%. Ovi
rezultati, koji se mogu porediti sa rezultatima Sun-ove me-
ta-analize potvrduju tacnost hipoteza postavljenih u nasoj
studiji. Sun u zaklju¢ku svoje meta-analize navodi da auto-
fluorescentna videobronhoskopija statisticki znacajno pove-
¢ava senzitivnost u detekciji i pre-malignih lezija i karcinoma
bronha. U meta-analizi koju su objavili Chen i saradnici (36)
takode je evaluirana uloga autofluorescentne videobronho-
skopije u dijagnostici pre-malignih i malighnih lezija sluznice
bronha. Cinjenica da se u svim studijama navodi kombinaci-
ja autofluorescentne bronhoskopije i konvencionalne bron-
hoskopije, nasuprot konvencionalnoj bronhoskopiji posledi-
caje dizajna tehnologije i didakticki je tacna. Zapravo se uvek
kada se evaluira dijagnosticki znacaj autofluorescentne vide-
obronhoskopije evaluira njena kontribucija konvencionalnoj
bronhoskopiji u odnosu na samu konvencionalnu bronho-
skopiju. Nedostatak obe ove meta-analize je zajednicka sen-
zitivnost i specifiénost klasicnih (starih) sistema autofluores-
centne (fiber-opticke) fleksibilne bronhoskopije i novih vide-
obronhoskopksih sistema. lako je princip tehnologije isti, vi-
deobronhoskopski sistemi, kakav je i AFl videobronhoskopi-
ja, imaju znatno bolje rezultate, ija se vrednost u ovakvim
meta-analizama u stvari matematicki i arteficijelno smanju-
je. Bez obzira na sve, Chan-ova meta analiza jedna je od naj-
znacajnijih studija o autofluorescentnoj bronhoskopiji objav-
liena do sada. U cilju pronalaZzenja adekvatnih studija, autori
su pretrazili dve najvece baze podataka MEDLINE i EMBA-
SE, zaklju¢no sa junom 2009 godine. U ovoj meta analizi ci-
tirani su rezultati nase pilot studije objavljene ranije te godi-
ne. Od 439 publikacija, 14 studija je zadovoljilo kriterijume
meta-analize, obezbedivsi 15 setova podataka. Obzirom na
ve¢ pomenute razlike u tehnickim karakteristikama sistema
pre svega, razlike u izvoru bele monohromatske svetlosti, u
histoloskim kriterijumima i strategiji bioptiranja u ovoj me-
ta-analizi nisu razmatrani. Ukupna senzitivnost i specific-
nost autofluorescentne bronhoskopije u Chen-ovoj analizi je
90% (95% Cl, 0.84—0.93) i 56% (95% Cl, 0.45 — 0.66). Podaci
Chen-ove meta analize su uporedivi sa podacima dobijenim
u nasoj studiji gde je senzitivnost 93% a specificnost 92%,
jos bolje koreliraju rezultati senzitivnosti i specificnosti na-
deni u komparativnom delu nase studije gde je senzitivnost
bila 89.1% a specificnost 77.8%. Razlike koje postoje, rezultat
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su pre svega tehnickih karakteristika. Kada je u pitanju sen-
zitivnost i specificnost WLB, one u meta analizi iznose 66%
i 69% i u potpunosti koreliraju sa rezultatima u nasoj studi-
ji gde je WLB pokazala senzitivnost 84% i specificnost 79%,
tj. u komparativhom delu studije 76.8% i 51.9%. | ova meta-
analiza govori u prilog potvrde hipoteza naseg istraZivanja,
koje pretpostavljaju znacajnu ulogu AFI u detekciji i pre-ma-
lignih i malignih lezija sluznice bronha.

10.
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SAZETAK

Od kada su se pojavili u klinickoj praksi, upotreba RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) kriterijuma
belezi stalni rast. Uporedo s tim raste broj publikovanih ¢lanaka koji obraduju ovu temu, Sto oslikava znacaj ovog pitanja
za Siru medicinsku javnost. NiSta manje nije ni interesovanje lekara razlicitih specijalnosti u pogledu RECIST kriterijuma,
koje se ispoljava u svakodnevnoj komunikaciji (na zajednickim sastancima). Osnove RECIST kriterijuma su sadrZzane u
principima merljivosti i broja lezija, kao i u izraCunavanju zbira dijametara odabranih ciljnih (, target”) lezija. Medutim, iz
tih principa proistice i najvedi broj dilema prilikom koris¢enja RECIST sistema. lako Siroko eksploatisani, RECIST kriteriju-
mi su daleko od idealnih. Stoga se sa pravom ocekuju dalja poboljsanja i revizije (prva revizija je bila 2009. godine), koko
bi se postigao Sto realniji uvid u delovanje primenjene terapije na maligno oboljenje.

SUMMARY

Ever since they were first published, the use of RECIST criteria (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) in clini-
cal practice has continued to grow. At the same time, there is a growing number of articles dealing with this topic, whi-
ch reflects an important role of this issue for the general medical public. Physicians of various specialties have shown
interest in RECIST criteria on a daily basis (during the joint meetings). Baseline for RECIST criteria is represented by the
principle of a measurable disease — measuring dimensions and number of lesions and calculating the total sum of the
“target” lesions longest diameter. However, there are many dilemmas related to the use of RECIST criteria which result
from these very principles. Despite the fact that they are widely used, RECIST criteria are far from ideal. In conclusion,
we eagerly expect further improvements and revisions (first revision was in 2009), in order to achieve a more realistic
insight into the actual effects of specific treatments on a malignant disease.

Nastanak RECIST kriterijuma

Kontinuiran porast obima posla u onkologiji doveo je
do potrebe da se komunikacija radiologa sa onkologom
postavi na nove osnove. U svakodnevnom radu sa onko-
loskim pacijentima lekari odlucuju o zapocinjanju, menja-
nju, nastavku ili o obustavljanju terapije malignog obolje-
nja. Pri tome u nizu medicinskih podataka koji se uzimaju
u obzir, i na osnovu kojih se donose odluke, radioloski pre-
gled zauzima centralno mesto. Nakon zapocinjanja medi-
kamentozne terapije, osnovni interes onkologa je ,,dinami-
ka radioloske slike”, Sto je u stvari odgovor na pitanje da li
je radioloska slika nepromenjena, poboljsana (delimi¢noili
u potpunosti) ili je pogorsana. Stoga je i izneseno misljenje
radiologa davalo najvise dijagnosticki korisnih informacija,
ukoliko se podudaralo sa navedenom sistematikom.

Prvi napori za kreiranje standardizovanih protokola
kojima bi se utvrdivali efekti terapije na maligna obolje-
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nja, vrse Moertel and Hanley pod okriljem Svetske zdrav-
stvene organizacije, 70tih godina 200g veka (1). Autori su
tada tragali za pogodnim matematickim modelima, koji bi
omogucili izracunavanja volumena tumorske mase, i sa-
mim tim omogudili poredenje stanja sa prethodnim pre-
gledom. Takode su teZili da se postigne smanjenje greske
zbog razli¢itih interpretatora. UloZeni napori su rezultira-
li u komplikovanim metodama diskutabilne tacnosti, koje
nisu zazivele u svakodnevnoj praksi.
e  Zajednickim radom nekoliko eminentnih udruze-
nja iz oblasti onkologije:
e European Organisation for Research and Trea-
tment of Cancer (EORTC),
e US National Cancer Institute
¢ National Cancer Institute of Canada
donelo je 2000. godine prvu verziju RECIST protokola (po-
znatu pod oznakom 1.0). Tada su uspostavljena osnovna
pravila kojima se lekari sluZe i sada, nakon Sto je izvrSena
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Slika 1: Prikaz ,target”i,non target” lezija.

prva revizija kriterijuma (2009). Najvaznije osobine RECIST
kriterijuma su bile:

e  Merljivost lezija (do 10mm ,,non target”, preko

10mm ,target”)

e  Brojnost lezija (ukupno 5 lezija, 5 po pojedinac-

nom organu)

e  Praéenje jednog (najduzeg) dijametra, u odnosu

na bidimenzionalna merenja

Po objavljivanju RECIST 1.0 brojne ustanove, istrazivaci,
interesne grupe, ali i agencije vladinog sektora su prihvatili
pomenuta pravila i integrisala ih u svoj rad. Do prekretnice
u znacaju RECIST —a dolazi onda kada su pomenute proto-
kole zakonski odobrile medicinske agencije razvijenih ze-
malja.

Posto se radi o kriterijumima koji se odnose na solid-
ne tumore, sva uputstva se odnose iskljucivo na tumore
mekotkivne grade. RECIST kriterijumi su namenjeni prace-
nju efekata primenjene terapije. Kako se najcesce radio le-
¢enju citostaticima, medikamentozna onkologija je oblast
medicine u kojoj se RECIST kriterijumi najvie primenjuju.

sl oS00 L-E00

DECr 200 i« JWiiI

-

KoriS¢enje RECIST kriterijuma.

Razlikuju se patoloske promene koje podlezu sistemu
pracenja i one koje nisu pogodne za analizu. Prve se na-
zivaju merljivim, a druge nemerljivim, iako takva nomen-
klatura nije u potpunosti ispravna. Naime, mogucénost me-
renja dijametra nije jedini kriterijum koji odreduje da li ée
neka lezija biti predmet kontrole u nizu pregleda. Sustinski
gledano, RECIST kriterijumi su ustanovljeni da bi se prime-
njivali na patoloske lezije koje su u direktnoj vezi sa ma-
lignim oboljenjem, tj predstavljaju ili primarnu tumorsku
masu, ili sekundarne depozite osnovnog oboljenja. Stoga
se patoloSke promene nemaligne etiologije iskljuCuju iz
razmatranja (npr: konsolidacija parenhima pluéa, inflama-
torne lezije pluca ili drugih organa, fibrozne promene, ci-
sti¢ne lezije, kalcifikacije, absces mozga itd..). Takode su iz
analize izuzete i maligne promene kojima se ne mogu utvr-
diti dimenzije (maligne lezije koje se prezentuju kao mrlja-
sta podrucja denziteta mlec¢nog stakla u parenhimu pluca,
permeantni sekundarni depoziti kostiju ili jetre itd).

Tabela 1: Pracenje efekata terapije prema RECIST kriterijumima.

TARGET lezije NON TARGET lezije

Novonastale promene Krajnji rezultat

PR PR

PR Ni PB, ni PB

PR Nije uoceno

DR Nije uoceno, bez PB
SB Nije uoceno, bez PB
PB Bilo koji ishod

Bilo koji ishod PB
Bilo koji ishod  Bilo koji ishod

ne PR
En DR
Ne DR
Ne DR
Ne SB
Dailine PB
Dailine PB
da PB

PR- kompletna regresija, DR- delimi¢na regresija, SB — stabilna bolest, PB-progresivna bolest.
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Slika 2: Mnostvo bilateralnih pulmonalnih lezija.

Merljive lezije su klasifikovane u grupu ,target”i,non
target”. Odreduje se najviSe 5 ,target” promena (ne vise
od dve po organu), ¢iji zbir dijametara daje pocetnu, bazic-
nu vrednost. Takode se na prvom pregledu odreduju ,,non
target” lezije koje se nadalje prate (slika 1).

Na kontrolnim pregledima se utvrduje da li je doslo do po-
jave novih merljivih lezija, $to je znak da je doslo do pro-
gresije. Povecdanje zbira dijametara ,target” lezija 20% ta-
kode implicira progresiju. Kriterijum za parcijalnu regresiju
je smanjenje zbira dijametara 30% ili viSe (Tabela 1) Varija-
cije zbira dijametara u rasponu navedenih dvaju granicnih
vrednosti se smatraju stanjem bez znacajnijeg odstupa-
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nja, Sto se oznacava kao stabilna bolest. Potpuna regresija
podrazumeva da se na kontrolnom pregledu ne detektu-
ju ranije zabeleZene ,target”, ,non target” niti novonastale
merljive lezije, i predstavlja viSe teoretski pojam, nego is-
hod lecenja u praksi (2).

Nedostaci RECIST sistema i nedoumice u praksi.

Najcesée se u praksi primecuju slabosti RECIST sistema
kod bolesnika kod kojih je maligna bolest rasirena u formi
brojnih sekundarnih depozita. Tada se, pre svega, sa po-
teSko¢ama moZe pratiti brojno stanje mekotkivnih lezija

Slika 3: ,,Spajanje” dve lezije.
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Slika 4: Volumetrija odabranog pulmonalnog nodulusa.

parenhimskih organa, ili uveéanih limfnih ¢vorova. Za iz-
bor dve lezije iz mnosStva promena u odredenom organu
ne postoje posebne instrukcije, Sto ostavlja ,prostor” za
subjektivno delovanje istrazivaca (slika 3). Zamena lezija
tokom visekratnih kontrolnih pregleda je greska na koju
treba unapred racunati, te se stoga radiolog treba osigu-
rati da do nje ne dode, ukoliko na prvom pregledu prime-
ti pretpostavke za takvu moguénost (npr veliki broj pro-
mena, lezije slicne pozicije i morfoloskih osobina...). Be-
leZenje dodatnih podataka, kao Sto su broj serije i snim-
ka na kome se lezija vidi, smanjuje rizik od pojave takvih
gresaka.

Pojedini nedostaci RECIST sistema se ispoljavaju kada su
dese promene na konkretnoj merljivoj leziji. Usled sma-
njenja veliCine lezija moze da se ,podeli“ na dve. Nadalje,
kroz izvesno vreme moZze doci do konfluiranja, tj spajanja
dve ili vise susednih lezija u jednu (slika 4). lako je takav
ishod predviden, i propisana su metodoloska uputstva za
takav ,scenario”, brojni autori ukazuju na slabost RECIST
kriterijuma u tom slucaju. Moguce je da kasnije dode do
,razdvajanja“ prethodno spojenih lezija, pa i ¢ak da se pro-
ces ponovi nekoliko puta?

Na ovom mestu treba napomenuti da su izvesni pocetni
nedostaci RECIST sistema otklonjeni prvom revizijom. To
se prvenstveno odnosi na limfne ¢vorove, za koje su zada-
te posebne merne vrednosti (do 10mm se ne smatraju pa-
toloskim, od 10mm do 15mm ,,non target”, preko 15mm
target” lezije), i pravila merenja (po kracoj osovini elipso-
ida). Istom revizijom su otklonjene dileme vezane za infil-
trativne lezije kostiju. Klasifikovanje kostanih promena za-
visi od toga da li se u okviru istih izdvaja merljiva mekot-
kivna masa ili ne. Takvo uputstvo predstavlja pomak u do-
brom pravcu, ako se zna da su pre revizije sve kostane lezi-
je, bez obzira na prirodu, bile izuzete iz RECIST kriterijuma.
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Kakva je buducnost RECIST- kriterijuma?

lako Siroko eksploatisani, RECIST kriterijumi su daleko od
idealnih. Rezultat pregleda i nacinjenih merenja dobijen
primenom postupaka aproksimacije nije uvek u stanju da
verno odrazi stvarno stanje malignog oboljenja. Radna
grupa koja je bila angazovana za reviziju RECIST kriterijuma
pod oznakom 1.0, pored dopune postojecih pravila, dala
je i smernice buducdeg razvoja. Te smernice se, u najkra-
¢em, mogu svesti na traganje za moguc¢nostima prevazila-
Zenja anatomskog, jednodimenzionalnog merenja u svrhu
procene reakcije tumorske mase na primenjenu terapiju.
Naime, jednodimenzionalno merenje nije prikladno ni za
procenu zapremine tumorske mase, a joS manje oslikava
stvarno stanje ,,odgovora“ na primenjenu terapiju. Iznose
se dve pretpostavke koje bi, u dogledno vreme, mogle da
poboljsaju verodostojnost zakljucka kontrolnog pregleda.

Prva mogucnost leZi u koris¢enju volumetrije, u svrhu pre-
ciznijeg merenja zapremine mekotkivne tumorske mase.
Brojni proizvodaci radioloske opreme odavno su uveli, i, u
kontinuitetu razvijaju volumetrijske softverske pakete. Au-
tomatski, ru¢no ili u kombinaciji (poluautomatski) se ozna-
Ci region od interesa, koji predstavlja sliku tumorske mase
u prostoru. Kompjuterskim programom se izracuna zapre-
mina svakog geometrijskog oblika. Kada se, prilikom slede-
¢eg (kontrolnog) pregleda, dobije novi rezultat, vrsi se po-
redenje prvobitne i sledece izraCunate zapremine tumo-
ra (3). Dobijena razlika se izrazava u apsolutnoj vrednosti i
procentualno (Slika 5). Takode se uzima u obzir vreme pro-
teklo izmedu dva pregleda. Kao dodatni medicinski dija-
gnosticki podatak, dobija se i vreme udvostrucavanja tu-
mora — TDT (tumor duplication time). NazZalost, perspek-
tiva razvoja volumetrije, pa samim tim i njene upotrebe
u RECIST postupku je, prema pojedinim istrazivacima, ne-
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izvesna. Nedavno je u autorskom ¢lanku izneta tvrdnja da
je sadasnjost volumetrije ,,zarobljena” u svojevrsnom ,za-
¢aranom krugu”, S jedne strane sama metoda nije masov-
no uvedena u klinicku praksu, ponajvise zbog toga Sto nije
standardizovana, vec¢ se njenim razvojem bave pojedinac-
ne interesne grupe zasebno. (Narano svaka od njih tvrdi da
je bas njihova metoda najsigurnija). S druge strane, nije ni
moguce postaviti tehnoloske standarde metode o ¢ijoj kli-
nickoj iskoristljivosti (upotrebi) nema dovoljno povratnih
informacija (4). U zavisnosti od uspeha reSenja ove para-
digme, mogu se i oCekivati realne koristi u smislu poboljSa-
nja postojeceg sistema.

Druga mogucnost je upotreba metoda koje izlaze iz okvira
,suve morfologije”, tj. metoda koje su funkcionalne ili mor-
fo-funkcionalne po svojoj prirodi. U tom slucaju bi se kvan-
tifikovale, ne samo velic¢ina (prec¢nik odnosno zapremina)
vec i bioloska vrednost (stepen metabolickih aktivnosti,
funkcionalni status) posmatranog tumorskog tkiva. Aktu-
elno se razmatra mesto PET-CT i PET-MRI hibridnih tehni-
ka pregleda. Nakon viSe godina klinicke verifikacije, PET-CT
je etablirana metoda pouzdanog morfoloskog, ali i funkci-
onalnog prikaza tumorskih lezija.

Bez obzira na razli¢ite mogucnosti koje se predvidaju, u
jedno mozemo da budemo sigurni: RECIST kriterijumi su
ve¢ sada nezamenjiv deo svakodnevne radioloske i on-
koloske prakse. MoZemo ocekivati da ¢e napori uloZeni
u upotpunjavanje kriterijuma dati rezultat i omoguditi jos
preciznije pracenje tumorskih lezija u vremenskom inter-
valu kontrole.
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IN MEMORIAM

DORDE TABORI 1929-2013

Profesor dr Dorde Tabori roden je 12. 02. 1929.
godine u Somboru, gde je zavrsio osnovnu skolu i gi-
mnaziju. Diplomirao je na Medicinskom fakultetu u
Zagrebu 1954. godine. Po zavrSetku studija obavljao
je lekarski staz na klinikama Medicinskog fakulteta
u Zagrebu. Poceo je da radi 1956. godine u Hiruskoj
ambulanti, kasnije kao lekar opste medicine i kao le-
kar na Internom odeljenju Opste bolnice u Somboru.
Drzavni ispit poloZio je 1958. godine, a specijalisticki
ispit iz ftiziologije 1963. godine u Beogradu. Rad u In-
stitutu za tuberkulozu u Sremskoj Kamenici zapoceo
je 1960. godine. Radio je na Odeljenju za patofizio-
logiju disanja. Zahvaljujuci njemu formiran je Zavod
za patofiziologiju disanja, poznat u tadasnjoj SFR Ju-
goslaviji kao dijagnosticki i nau¢no-istrazivacki centar.

Doktorsku disertaciju pod nazivom: ,,Evaluacija
bronhopulmonalnih oboljenja s opstrukcijom disaj-
nih puteva pomocu telesne pletizmografije“ odbra-
nio je na Medicinskom fakultetu u Novom Sadu 1976.
godine. U zvanje asistenta izabran je 1964. godine na
nastavnom predmetu Interna medicina sa pneumof-
tiziologijom. Zvanje primarijusa stekao je 1974. godi-
ne, zvanje docenta 1978. godine, zvanje vanrednog
profesora 1984. godine, a zvanje redovnog profesora
1990. godine.

Drzao je predavanja na poslediplomskim studija-
ma na Medicinskom fakultetu u Banja Luci i Sarajevu,
Institutu za pluéne bolesti i tuberkulozu u Golniku i
Ljubljani, u Bolnici za plu¢ne bolesti i tuberkulozu Za-
voda za pluéne bolesti i tuberkulozu u Zagrebu. Pre-
davanja su mu bila sadrZajna, a izlaganja jasna i pra-
¢ena sa velikim interesovanjem. Bio je predavac sa
velikim pedagoskim sposobnostima koje je lako pre-
nosio na saradnike i ucenike.

Pored srpskog jezika, govorio je tecno madarski,
nemacki i engleski jezik. Bio je clan viSe domacih i
medunarodnih strucnih i naucnih udruzenja, pred-
sednik Pneumoftizioloske sekcije SLD-DLV (biran u
dva mandata), podpredsednik, a zatim i predsednik
Crvenog krsta grada Novog Sada, ¢lan upravnih orga-
na Instituta za pluéne bolesti i tuberkulozu u Srem-
skoj Kamenici, ¢lan veceg broja komisija Medicinskog
fakulteta i ¢lan tri medunarodne stru¢ne organizaci-
je. Bio je ¢lan Vojvodanskog ogranka Akademije na-
uka SLD-DLV. Od 1990. do 2000. godine bio je glav-

ni i odgovorni urednik ¢asopisa ,Saopstenja“ (kasni-
je preimenovan u ,,Pneumon”) koji od 1963. godine
ureduje i objavljuje Institut za plu¢ne bolesti u Srem-
skoj Kamenici.

Tokom svoga rada boravio je na stru¢nom usa-
vrSavanju u inostranstvu (u tadasnjoj SR Nemackoj,
Holandiji i Svajcarskoj). Dobitnik je brojnih priznanja,
diploma i plaketa od kojih je potrebno istaci: Pove-
lju Grada Novog Sada, plaketu Medicinskog fakulteta,
priznanja i Spomenicu Sekcija SLD-DLV za medicinu
rada, Zahvalnice DLV 1981. godine, Spomen plaketu
SLD, Medicinskog pregleda, Pneumoftizioloske sekci-
je DLV, Udruzenja pneumoftiziologa Jugoslavije, Sa-
veza lekarskih drustava Jugoslavije, Gradskog zavoda
za AT zastitu u Beogradu, Instituta za pluéne bolesti
i tuberkulozu Sremska Kamenica, Somborskih medi-
cinskih dana, Zavoda za pluéne bolesti i tuberkulozu
,,Dr Vasa Savi¢” u Zrenjaninu, Plaketu Akcione konfe-
rencije SSO Medicinskog fakulteta u Novom Sadu kao
priznanje za izvodenje nastave, medalju Crvenog kr-
sta Jugoslavije, Zlatni znak Crvenog krsta, vise plaketa
Crvenog krsta. Prof. dr DPorde Tabori objavio je 166
strucnih i naucnih radova. Odlikovan je Ordenom za-
sluga za narod sa srebrnom zvezdom.

Bio je oZenjen, otac je ¢etvoro dece.

Otisao u penziju 01. 08. 1991. godine. Umro je
dana 15.03. 2013.g. u 85. godini Zivota.

Profesor dr Borde Tabori je bio eminentan struc-
njak, naucni radnik i nastavnik sa velikim postova-
njem i velikim ugledom u zemlji i inostranstvu. Svo-
jim dugogodisnjim radom u Institutu za pluéne bole-
sti ugradio je svoju licnost i dao ogroman doprinos ra-
zvoju medicine kako u stru¢nom, tako i u nau¢nom i
nastavnom radu. Kao takav ostace zauvek zapamden
od strane svih nas koji smo ga poznavali kao ucitelja,
kolegu, saradnika i prijatelja.

Pneumon, 2013; 50



